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第 1章 序論
第 1節 生体膜と生体エネルギー
第 1項 生体膜
原核生物から真核生物に至る全ての生物における基本単位は､細胞であるO細胞は生
体膜により外界から隔てられている｡ この生体膜は､DanieliとDavsonI)が行 った赤血
球膜と脂質人工膜の物理化学的解析などから脂質二重層から成ることが明らかになった｡
この生体膜による外界からの隔経は､細胞が生きていく上で必須なことである｡それは､
生体膜により外界から隔粧されることでイオン濃度等の様々な点で外界と様相が異なり､
これが細胞の自己保存と自己再生を営む環境を作 り出しているためである｡この環境を
維持するための機構を担っている分子の多 くは生体膜に存在する膜蛋白質 (イオンポン
プやイオンチャンネル等)である｡又､細胞が生きていく上で必要なエネルギーの獲得
も生体膜の重要な役割の 1つである｡ このエネルギー獲得機構にも膜蛋白質が関与して
いる｡エネルギー源は､光エネルギーや有機化合物の化学エネルギーである｡ 光エネル
ギーは､植物及び藻類､光合成細菌で利用 され､高等動物､原生動物､菌類及び殆どの
細菌では､糖などの有機化合物を酸化 してその化学エネルギーを利用 している｡これら
細胞内の環境維持とエネルギー獲得に関わる膜蛋白質に重大な異常が生じると細胞ひい
ては生物の活動にも影響を与え､時には死にいたらしめる場合もある｡
第 2項 エネルギー転換の機構2)
獲得したエネルギーは細胞内で高エネルギーリン酸化合物であるATP(アデノシン三
リン酸)の形に転換され保存されている｡ATPは､各種のエネルギー利用系で共通のエ
ネルギー伝達物質である｡ATPの構造はアデノシンに三個のリン酸基が結合したもので
ある (図1.1)｡ 中性溶液では､ATPは多 くの負電荷を持ちお互いに反発するため分
解時に高いエネルギーが得られる｡又､ADPとpiの化学的共鳴構造の合計がATPのそ
れより大 きいことも分解の自由エネルギー変化を大 きいものにしている｡このATPの
合成は､生体膜に存在する一連の機構で効率よく行われている｡ この機構は､真核生物
のミトコンドリア内膜､原核生物の形質膜 では酸化的リン酸化において､植物のチラコ
イド膜では､光リン酸化において働いている｡ 酸化的リン酸化を行う生物には､基質レ
ベルでのATP合成系である解糖系も存在する｡ 好気的細胞では1分子のグルコース
4
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アデノシン三リン酸
図1.1 ATPの構造
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から解糖系で 2分子の ATP､酸化的リン酸化で 30分子以上の ATPが合成 される｡
これは､酸化的リン酸化がエネルギー獲得機構 として効率的かつ重要であることを示す
ものである｡これらの系で得 られたエネルギーは必要なときに熱エネルギーに変換 され
る｡
第 3項 酸化的リン酸化 とFIFO-ATP合成酵素
効率的な ATP合成機構である酸化的リン酸化の機構は､p.Mitchelにより提唱された
化学浸透圧説により説明される3)｡先ず､クレブス回路等で化学エネルギーから変換 さ
れたNADH等を利用 し､電子伝達系 と呼ばれる一連の膜蛋白質から成 る機構 を介 して
膜内外にH十の電気化学的勾配が形成される (図 1.2)｡ 光合成を行 う植物などでは光
エネルギーを利用 して､H十の電気化学的勾配を形成する｡ このH+の電気化学的勾配 を
賃区動力としてFIFO -ATP合成酵素と呼ばれる膜蛋白質が ATPの合成を行 う (図 1.2)0
このH+の電気化学的勾配は､膜内外のH十の濃度差 (∠pH)と膜電位差 (』¢)により
次式で表される｡
AドH+=FA中一2.3RTXApH
AけH+;H+の電気化学的勾配
∠¢ ;膜内外の電位差
』pH ;膜内外のH十の濃度差
F ;ファラデー定数 (2.3×104CalN)
R ;気体定数 (I.987cal血olXdeg)
T ;絶対温度
この様に光エネルギーや有機化合物の化学エネルギーが直接高エネルギーリン酸化合
物である ATPに変換されるのではなく､AけH+という電気化学エネルギーに転換 され
た後､FIFO-ATP合成酵素により高エネルギーリン酸結合という化学エネルギーに転換
される｡ 又､このFIFO-ATP合成酵素はATPをADPとpiに分解することでH十を膜内
から外に輸送する事 も可能なことからH+輸送性 FIFoIATPaseとも呼ばれている4)5)6)｡
第二節 FIFO-ATP合成酵素
第 1項 FIFO-ATP合成酵素の構造
細胞外
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Ⅲ 日
日 II
00000
細胞内
電子伝達系 FIFO-ATP合成酵素
図 1.2 電子伝達系とFIFO-ATP合成酵素の関連モデル図
酸化的リン酸化によるATP合成は､クレブス回路 ･電子伝達系により形
成されるH十の電気化学的勾配エネルギーをFIFO-ATP合成酵素によりATP
内の高エネルギJ )ン酸結合に専云換する過程であると考えられている｡
叫-
FIFO-ATP合成酵素は､1960年にE.Rackerらにより牛心筋の ミトコンドリアから
初めて単推された7)｡現在では､他の晴乳動物のミトコンドリア､海草類を含む植物の
クロロブラス ト8)や好熱菌 ･大腸菌等の細菌形質膜9日 0)からも単維精製されている｡
これらの結果から本酵素の構造は､非常に普遍的なものであると考えられるようになっ
た｡その基本的な構造は､膜表在性の Fl部分と膜内在性の Fo部分から成る｡ しかし､
好熱菌 ･大腸菌等の下等生物に比べると高等生物の方がより複雑な構造をしている｡ こ
こでは最 も基本的な構造 を形成している大腸菌 FIFO-ATP合成酵素に注目した｡ その
構造はFl､Fo部分 とも複数のサブユニットが複経に分子集合している (図 1.3)0
ATP加水分解活性 を有するFl部分は､5種類のサブユニットα､β､γ､8､Eから構成
されており､その化学量論比はα:β:γ:8:E-3:3:1:1:1である｡ 一方､プ
ロトン輸送活性を有するFo部分はa､b､Cサブユニットから成る｡そのサブユニット
の化学量論比は､ 1:2:8-12であると考えられているl()) (図 1.3)｡しかし､
クロロブラス トでは4種類､ミトコンドリアでは10種類のサブユニットからFo部分
が構成されていることが明らかにされている｡ これらサブユニットは詳細な構造だけで
なく3次元構造上の配置に関しても明らかではない｡
第2項 FIFO-ATP合成酵素の遺伝子構造
大腸菌においてH.Kanazawa16)17)らにより遺伝子の塩基配列が決定され､各サブユ
ニットの一次構造が決定された｡本酵素を構成する8種類のサブユニット全ては､単一
の uncと呼ばれるオペロンにコー ドされている17)0 uncオペロンは､各サブユニットを
コー ドするシス トロンが､uncB (aサブユニット)､uncE (Cサブユニット)､uncF (b
サブユニット)､uncH (8サブユニット)､uncA (αサブユニット)､uncG (γサブユ
ニット)､uncD (βサブユニット)､uncC (Eサブユニット)の順に並んだ構造を持つ｡
この並び方は､分子集合の順序を理解す●る上で重要な事であると思われる｡ 又､光合成
細菌や好熱菌等の細菌､ほうれん草やポテ ト等の植物のクロロブラス ト､牛心筋やヒ ト
等のミトコンドリアに存在するFIFO-ATP合成酵素のサブユニットの一次構造が DNA
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図 1.3 大腸菌FIFo-ATP合成酵素のモデル図
現在考えられているFIFo合成酵素の立体構造モデル｡
全ての生物間でFl部分はよく似ていると考えられている｡
の塩基配列から決定されている18)｡その結果からα サブユニッ トとβサブユニット
は生物種間で相同性が高いことが明らかになった18)｡ これらサブユニッ トのアミノ酸
配列は種を越えて保存されており､牛心筋 ミトコンドリアと大腸菌を比較 した時､αサ
ブユニットで57% ､βサブユニットで71%の相同性があった｡又､αサブユニット
とβサブユニッ ト間において も相同性が認められており､大腸菌の場合約 40% の相同
性が認められている｡この事から両サブユニットは､同一の蛋白質から進化したもので
あると考えられている｡ 一方､†サブユニッ トは12% のアミノ酸残基の相同性があり
αサブユニットとβサブユニットと比べて保存されていないが､アミノ末端､カルボキ
シル末端領域において保存されたアミノ酸残基が集中している18)19)｡これらの保存さ
れているアミノ酸残基は､本酵素の触媒活性や分子集合に重要な役割を担っていると考
えられる｡ 特に､相同性が一番高いβサブユニットが､本酵素の機能発現に重要な役割
を果たしていると考えられる｡
第3項 FIFO -ATP合成酵素の機能とサブユニット構造
大腸菌において本酵素は､低温感受性 を示す20)｡低温にさらされる事で酵素は､分
子集合の破壊が起こり各サブユニット蛋白質を単維する事ができる｡更に､単推された
サブユニットを用いて､Fl部分とFo部分がそれぞれ再構成可能である｡又､再構成さ
れた Fl部分とFo部分を用いて酵素の再構成も可能である21)22)｡更に大腸菌や好熱
菌では､精製された酵素をリポソームに組み込む事で､ATPの加水分解を･駆動力とした
H+の電気化学的勾配をリポソーム膜内外に形成させることが明らかにされている23)21)｡
これらのことから大腸菌においてATPの加水分解或いは合成とH十の輸送間の共役機構
は､Fl部分とFo部分を構成しているサブユニ･ノトにより行われている事が示された23)
24)｡ Fl部分は､ATPの合成 ･加水分解を行 う｡触媒部位は3箇所あり､それらは協同
的に機能している｡ 界面活性剤 であるLDAOを低濃度で用いることによりFl部分から
eサブユニッ トの解経が起 こり､その結果 ATP加水分解活性が約8倍に上昇する25)｡
この事から､Eサブユニットは ATPaSe阻害蛋白質である事が明らかになった｡ 又､
NaN03を添加す る事で Fl部分か ら8サブユニットとEサブユニ ットの解経が起こり､
残ったα3β37複合体のみでもATPase活性を有 している26)｡しかし､各サブユニット単
独では､ATPase活性は示さない｡これらのことからATPase活性の最小単位は､α3β37
複合体であることが認められた27)｡好熱菌においては､ ATPa5e活性の最/｣､単位は､
α3β3複合体であることが知られている28)｡ しかし､機能発現に関わる詳細な分子機構
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は明らかではないO一方､Fo部分は､H+輸送を行っている｡電子顕微鏡等の解析から
図 1.3で示 した様な分子集合であると考えられている3())｡ 変異株の解析からH+輸送
に際Lab2複合体に対してCサブユニットの複合体が回転 していることが示唆されてい
る｡この Fo部分の回転運動は､末だ可視化されていないため確証はない O この事を明
らかにすることは今後の課題である｡又､図 1.3でス トー ク領域と呼ばれている領域
がある｡ この領域は､Fl部分の γサブユニットと8サブユニットとEサブユニ ットと
Fo部分の bサブユニットにより構成されていると考えられており､Fl部分とFo部分
の結合だけでなくその共役機構においても重要である31)32)｡
第4項 触媒部位の協同性
Fl部分に存在する触媒部位は､3箇所ある33日 4)｡ それぞれの触媒部位の ATPに対
する親和性 は､異なっている｡又､Fl部分に1分子の ATPが結合する様な低濃度の
ATP条件下における触媒活性 をuni-site活性と呼んでいる｡過剰量の ATP濃度での触
媒活性 (multi-site活性)は､uni-site活性の反応速度の 106倍である35)｡ これらの
ことより触媒部位 は､過剰量のATP存在下の定常的機構では協同的に作用 していると
考えられる36)37)｡ 即ち､ATP加水分解反応は図 1.4のように説明できる｡ 先ず､第
1の触媒部位に結合 しているATPが ADPとpiに分解 される｡ 第2の触媒部位にATP
が結合する事で､第 1の触媒部位の ADPに対する親和性が低下し､ADPの遊経が促進
されると考えられている｡
第5項 ATPase活性の分子機構
ATPaSe活性の最小単位であるα3β37複合体は､図 1.3に示 したようにαサブユニッ
トとβサブユニットがバレル状に形成 しその中央にYサブユニットが存在するものと考
えられている｡この構造を考慮に入れBoyerにより提唱された各触媒部位間の協同性を
説明するモデルとして回転モデルがある38)39)｡それは､αサブユニットとβサブユニッ
トに対してγサブユニットが回転する事により協同性を説明するものである｡これを証
明するためには､この回転を可視化する必要がある｡ しかし､ 1分子の動的な変化を可
視化することは､X線結晶構造解析以上に困難である｡
ll
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図1･4 3箇所の触媒部位における協同性 (bindingchangemechanism)
Boyerにより提唱されたbindingchangemechanismでは､3箇所のATP結合部位がそ
れぞれATPに対する親和性が異なり相互に協同的に作用していると説明されてい
る33)｡図は右から左にATP合成反応を左から右にATP加水分解反応における各触
媒部位でのヌクレオチ ド結合状態 (LT.0)とその変化過程が示されている｡
ATP加水分解反応時では､第1の触媒部位 (T)に結合 したATPがADPとPiの平衡
状態となる｡次に第2の触媒部位 (o)にATPが結合する｡これにより第Lの触媒
部位のヌクレオチ ド結合状態が変化する (T-L)｡即ち触媒部位のADPとpiに対
する親和性が低下 し､ADPとPiの遊離が起こると考えられている｡
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第6項 H+輸送とATP合成の共役
FIFO -ATP合成酵素において､最も重要な機能であるFo部分による H十輸送と Fl部
分による ATP合成 ･分解反応間における共役には2つの仮説が提唱されていた｡ 1つ
はFo部分を通過 したH十が触媒部位の基質に作用 LATP合成を行うという仮説である｡
一方は､Fo部分 を通過 したH十は触媒部位には関与せず､H十の通過による Fo部分の構
造変化が触媒部位に伝達されATP合成反応を行うという仮説であるJ3-｡ Laubungerらに
よってFIFO-ATP合成酵素に分類 されるNa十輸送性 ATP合成酵素が発見され､この酵
素ではNa十輸送とATP合成･加水分解が共役 していることが示された13)｡又､大腸菌の
H十輸送性 ATP合成酵素の Fl部分 とNa十輸送性 ATP合成酵素のFo部分との混成酵素は
ATPを加水分解することによってNa'を輸送することが示されているJ4)｡ これらの結果
は､H十輸送とATP合成の共役は後者の仮説､即ち､H十(Na十)の通過によって生じる
Fo部分とFl部分での コンホメーション変化の伝達が共役機構に必須であるという仮説
を支持 している｡ 近年､変異株の解析や架橋剤を用いた実験等から､†サブユニットが
共役に関与 していること45)147)､Fl部分のEサブユニットとFo部分の Cサブユニ ット
とが相互作用していることが示唆されている48H9)｡ これらの結果から共役機構における
構造変化の伝達にはこの3つのサブユニットが関与 していると考えられる｡
第 3節 各サブユニットの構造と機能
図 1.3に示したように複雑な分子構造をもつ FIFO -ATP合成酵素の機能をアミノ酸
残基レベルで理解するため各サブユニットの構造と機能の解析が行われている｡ そこで
各サブユニットについて明らかになっている知見をまとめた｡
第 1項 αサブユニット
触媒複合体に3分子存在するαサブユニッ トは､ヌクレオチ ド結合部位が存在する｡
この結合部位の ATPに対するKDは､0.1pMときわめて高い親和性である53)｡一度
結合 したATPは極めてはずれにくく､一般的に知られている酵素-基質複合体とは異なっ
た性質を持っている｡そのためATP結合部位は､触媒部位ではなく､おそらくATPase
活性調節部位であると考えられているが､詳細は明らかでない｡又､ヌクレオチ ド結合
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部位には､Mg2+の結合も認められた｡一方､アミノ末端から15残基或いは 19残基
アミノ酸が欠失すると8サブユニットとの結合が失われることからアミノ末端 ドメイン
は8サブユニットとの結合 に関与 している54)｡ この様なαサブユニ ットは ATPase活
性をもつ α3β3複合体を形成することができるが､この複合体は 8サブユニッ トと分子
集合ができないため Fo部分に結合で きない｡これ らの事か らαサブユニ ットは､
ATPase活性の調節及び共役に関与 していると考えられる｡
第2項 βサブユニット
触媒複合体に3分子存在するβサブユニットは､触媒部位を持つと考えられている｡
変異株の解析や基質類似体の解析結果から､触媒部位は 150残基近傍に存在すると考
えれている｡ヌクレオチ ド結合部位のATPに対する親和性はαサブユニットのそれに
比べると低 く､Mg2+の結合も知られている｡変異株などの解析から181残基目のグ
ルタミン酸が､ ATPの加水分解に必要であることが知られているが､どのように触煤
機構に関わっているのかは明らかではない｡又､ATPase阻害蛋白質の相互作用部位で
あると考 えられているDELSEED配列が存在する｡ これは､後で述べ るATPase阻害蛋
白質であるEサブユニ ットによる触媒阻害機構に関係があると考えられる｡ しかし､こ
の機構の詳細な分子機構は明らかではない｡
第3項 †サブユニット
αサブユニ ットとβサブユニットの種間の高いアミノ酸残基の保存性に比べ †サブユ
ニットのそれは12%と低い18)｡ しかし､保存 されているア ミノ酸残基は､アミノ末
端とカルボキシル末端に分布 している｡これらのアミノ酸残基に変異が起こると触媒活
性だけでなく共役機構- も影響を与えることが知られてる｡ 従って､このサブユニッ ト
は､触媒活性だけでなく共役機構にも関与 していることが考えられる｡又､ヌクレオチ
ド結合部位を有きないこのサブユニットは､活性発現に必須であり､触媒複合体におい
て 1分子 しか存在 しない｡そのため､このサブユニットが触媒機構においてどのように
関与しているのか非常に興味深い｡又､ トリプシンにより70残基目で消化されたYサ
ブユニットは α3P3†複合体形成は正常でありATPase活性 も見られるが､ATPase活性阻
害蛋白質であるeサブユニットの阻害効果が低下する56)｡このことから､このサブユ
ニットはeサブユニットの阻害機構にも関わっていると考えられる｡ しかし､どのよう
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に関わっているのかは､明らかではない｡
第4項 8サブユニット
8サブユニットは､先に述べたようにFoと Fl部分の結合に必要であると考えられて
いる｡又､カルボキシル末端が トリプシン等のプロテアーゼの感受性が高い59)｡ トリ
プシンにより切断された8サブユニットは､Fl部分と分子集合が可能であ り､Fo部分
との結合できるが､脱共役剤の感受性を失う事が知られている｡ 又､架橋実験からα､
βサブユニットに架橋 されることが認められている｡ これらのことからアミノ末端の領
域はFl部分 とFo部分の結合に関与 しており､カルボキシル末端の領域は共役に関与 し
ていると考えられる｡ しかし､その作用機構に関わる詳細は明らかではない｡一方､α
サブユニット或いは βサブユニットと架橋 されてることによるATPaSe活性へ影響を与
えないことが明らかである｡
第 5項 Eサブユニット
Eサブユニットは､Fl部分のATPase活性を阻害することが知 られている｡ しかし､
その詳細な機構は明らかでない｡カルボキシル末端には､牛 ミトコンドリアのATPase
のサブユニットの 1つである阻害蛋白質において保存 されている領域が存在する｡ しか
し､この領域が､どのように阻害機構に関わっているのかは明らかではない｡このカル
ボキシル末端を欠失 した変異株 は､酵素の分子集合には影響を与えないが､ATPase活
性の上昇が認められる｡従って､アミノ末端領域は､酵素の分子集合に重要であると考
えられ､カルボキシル末端は阻害機構に関与 していると考えられる｡ 又､アミノ末端領
域の変異によりCサ ブユニットとの相互作用が低下す る59)｡ この変異株では､脱共役
剤に対する感受性の低下も認められた｡この事から共役機構に関与 していると考えられ
る｡以上のことからEサブユニットは､ATPase活性の阻害と共役において重要な役割
を担っているがその詳細な機構は明らかではない｡
第 6項 Fo部分の各サブユニット
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Fo部分がプロ トン輸送できるためには､全てのサブユニットa､b､Cが必要である62)
63)0 Fo部分の分子集合状態を図 1.5に示 している｡ それは､｡サブユニットが8から
12分子の Cサブユニ ットが円柱状に分子集合 し､その側面に 1分子の aサブユニット
と2分子の bサブユニッ トが分子集合 していると考えられている｡ この樵に Fo部分の
分子集合 も非対称性である｡又､Cサブユニットだけで もFo部分で見 られる分子集合
は認められるが､H+輸送活性はない64)｡これは､電子顕微鏡などの解析からaサブユ
ニットとbサブユニットが存在 しない場合の Cサブユニッ トの分子集合状態 と両サブユ
ニットが存在する状態 とでは異なっている事と関係があると考 えられる6J)｡一方､各
サブユニットの構造と機能は､Fl部分のそれに比べると理解 されていない｡近年､Cサ
ブユニッ トについてはFilingameらによりNMR解析結果が報告され詳細な構造が明ら
かになった15) (図 1.6)｡ 一方､変異株の解析からaサブユニットと｡サブユニット
が協同的に機能することで H+輸送をしている事 も示唆されている65)｡ 以上のような
ことが明 らかにされたが､H+の輸送機構や共役機構 において重要であると考 えられて
いるサブユニット相互作用変化に関する知見は得られていない｡
この様に Fl部分においては各サブユニ ットの構造と機能領域に関 して詳細に理解さ
れつつあるが､活性発現機構や Eサブユニ ットによるATPase活性の阻害機構や共役機
構を担っていると考えられるサブユニット間の相互作用変化やサブユニット内の構造変
化は､殆 ど理解 されていない｡
第4節 ス トーク領域に存在するサブユニット
FoFl部分の連結部は､電子顕微鏡の解析30)からキノコの柄のように細い構造のよう
に見えることかス トークと呼ばれている (図 1.3)｡ このス トー ク領域は､F｡とFl
部分の結合に関わっていることは､本酵素の分子集合上の配置や変異株を用いた解析か
ら明らかにされている｡このス トー ク領域には､Fl部分のサブユニットである†､8､E
とFo部分の bサブユニッ トが存在することが示唆されている｡ しか し､これらサブユ
ニットの空間的は配置は､理解 されていない｡ H+輸送とATPの合成 ･加水分解反応間
の共役は､このス トー ク領域に存在すると考えられているこれらサブユニット間の相互
作用の変化により起こると推測される｡しかし､共役機構に関わる詳細な分子機構は明
らかではない｡
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a.
図1.5 Fo部分の分子集合モデル
a.Fo部分を側面から見たモデル図である｡bサブユニットのみが細胞質
領域に大きく突出しており､このためFl部分との結合に関与していると
考えられている｡
b.Fo部分を細胞質領域から見たモデル図である｡Cサブユニットが環状
に分子集合し､中央にくぼみを形成している｡又､aとbサブユニットが
Cサブユニットの側面に配置されていると考えられている｡
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Fl
図1.6 Cサブユニットの構造
Cサブユニットの立体構造を示している｡膜貫通へリックス
は､ねじれており2本のヘリックス間で相互作用が認めら
れている15)0
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電子顕微鏡の結果からATPase活性発現 に必須 な†サブユニッ トが､ス トーク領域に
存在することが示唆されている3°)｡ その領域が触媒発現に重要な機構を担っている可
能性がある85)-88)｡
ATPase活性の阻害蛋白質であるEサブユニ ッ トは詳細な構造だけでなくその阻害機構
においても明らかではない｡変異株を用いた遺伝子工学的手法を用いて Eサブユニット
が共役機構に関与することが示唆されているが､その詳細な分子機構は明らかではない
89)-91)O
FoとFl部分の結合には､8とbサブユニット重要であると考えられている｡ しかし､
8とbサブユニット間における相互作用は､認められていない｡
ス トー ク領域に存在すると考えられているこれらサブユニットの3次元的配置に関す
る知見は､非常に少ないためその高次構造 は理解されていない ｡これらス トーク領域の
構造と機能を解明することは本酵素の触媒部位の協同性及び共役機構を理解する基盤 と
なると考えられる｡
第 5節 サブユニット間相互作用の解析方法
第 1項 蛋白質問相互作用に関与する部位
ATP合成酵素におけるサブユニ､ノト間相互作用部位の研究は生化学全体の視野の中で
は蛋白質問相互作用研究の一部であり､生体内の他のオリゴメリック酵素の研究は多 く
の知見を与える｡ これまで蛋白質間の相互作用に関する研究から､蛋白質問相互作用に
は複数の結合部位が関与 している例が多い事が知 られている66)O 蛋白質問相互作用は
各結合部位の形態や結合能力および複数の結合部位の組み合わせによって決定され､そ
の結果特異的な相互作用が形成される｡ この結合部位は､それを構成するアミノ酸配列
即ち蛋白質の一次構造からだけではなく､αヘリックス､βス トラン ド等の2次構造や
蛋白質の立体構造から決定されることが知 られており､多種多様である事が知られてい
る67)｡ しか し､蛋白質問相互作用に関する数多 くの研究から､結合部位は大きく2種
類に分けることができるのではないかと考 えられる｡ 1つは1次構造上遠 く維れたア ミ
ノ酸残基が､3次構造上近接 し結合部位を形成するものである｡ この様な結合部位は抗
体の抗原決定基に見られる｡もう1つは､ 1次構造上連続 したアミノ酸残基から結合部
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位を形成するものである｡ この様な結合部位の例は､細胞接着性糖蛋白であるファイブ
ロネクチンに見られる RGD (Arg-Gly-Asp)配列である｡ このほかにも転写因子の Fos
やJun68)､細胞骨格系因子のスペクトリン6t))で見られる特異的配列が相互作用に関わっ
ていることが知られている｡
第2項 相互作用部位の検出方法
FIFO-ATPaseは多 くのサブユニットが複雑に分子集合 し､その機能を発現 している｡
この分子集合を可能にするのは､各サブユニット間の相互作用である｡ しかし､本酵素
の機能発現に深 く関わっているサブユニッ ト間の相互作用の分子 レベルでの実態は末だ
明さらかになっていない｡我々の研究室を含めた幾つかのグループによって､大腸菌の
FトATPaseの分子集合に重要なアミノ酸残基やサブユニット間の境界面に存在するアミ
ノ酸残基が､変異株の解析70)-77)や化学修飾剤 を用いた架橋実験78)182)等から推定さ
れていた｡特に本研究を開始 した 1990年の段階では X線結晶構造解析の結果が報
告されておらず､各サブユニットの立体構造に関する知見がほとんどないことから､ど
のアミノ酸残基がサブユニット間相互作用 にどのような形態で関わっているのか明らか
にするのは困難であった｡従って､これまでのアプローチとは異なるサブユニット間相
互作用に関与する領域を系統的に明らかにする新たな方法の確立が望まれている｡
1 α3β37複合体再構成系への部分ペプチ ドの導入
相互作用に関与するアミノ酸残基に関する研究方法は､主に変異株の解析 と架橋剤 を
用いた蛋白質レベルでの解析が行われてきた｡この実験からは､相互作用に関与するア
ミノ酸残基に関する知見を得ることができ.るが､この実験のみでは相互作用に寄与する
結合部位 について解析するには限界があると考えられる｡一方､RGD配列はこの3つ
のアミノ酸のみで単独に標的蛋白質と結合することが示されている83)｡又､抗体の抗
原決定基 も､抗体蛋白質を断片化 し可変領域外の構造を欠失 しても結合能は失わない｡
すなわち､蛋白質を断片化 しても結合部位 を含むあるいは結合部位の立体構造を形成す
るのに必要な領域が含まれていれば､断片化 したペプチ ドでも結合能を有する｡このよ
うに､断片化 したペプチ ドを用いた研究は有効であるが､従来から知られているオリゴ
ペプチ ドの有機合成は高価であり､蛋白分解酵素を用いたペプチ ドの作製にも切断部位
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から見て限界があり､任意の領域のペプチ ドを作成する新しいアプローチが必要である｡
それは､サブユニット蛋白質を断片化した部分ペプチ ドを調製し､サブユニットとの結
合能を有するペプチ ドを選別するという方法が有効と考えた｡ 本研究ではα､β､†サ
ブユニット間の相互作用を明らかにする目的から､3つの触媒部位の協同性 (multi-
site活性)に必須な†サブユニットに注目し､†の部分ペプチ ドを調製する｡ 再構成にこ
の部分ペプチ ドを導入し､阻害する部分ペプチ ドを同定する｡ この部分ペプチ ドには相
互作用に関わる領域が存在すると考えた｡
2 酵母two-hybrid法84)
これまでのサブユニット間相互作用の解析は､先ず酵素の機能を失った変異株を単推
し､その変異が分子集合異常である時､そのアミノ酸残基置換を決定したものである｡
この手法から得られる事は､そのアミノ酸残基が分子集合に関与していると言うことで
あるが､このアミノ酸残基置換によりどのサブユニ､ノト間相互作用に異常が生じること
で分子集合が出来なくなったのかを同定することは困難であった｡それは､本酵素の分
子集合が複雑であるためと考えられる｡ そこで､これを克服するため又､サブユニット
間相互作用をより理解するためには､新しい相互作用の解析系の確立が望まれる｡ そこ
で､より単純化 した解析系つまり2つのサブユニット間相互作用を解析する系を用いる
ことがこの目的に適合するものとして酵母two-hybrid法を用いることを考えた｡この
酵母two-hybrid法原理を図1.7に示した｡ この詳細な原理は第3章で述べる｡この解
析方法を用いた新たな解析系の考え方は次のようなものである｡ それは､先ずある特定
の2つサブユニット間相互作用が異常となる変異株を単維する｡ 次に､このアミノ酸残
基置換の本酵素全体へ及ぼす影響を解析することでそのサブユニ､ノト間相互作用の構造
と機能解析を行うという手順である｡この様な手順によりサブユニット間相互作用に関
わるアミノ酸残基の同定とその役割を理解できるものと考えた｡
第 6節 本研究の目的
生物が活動するためのエネルギー源として必須であるATPは､ATP合成酵素によっ
て合成される｡本酵素で見られる2つの特異的な機構である定常状態における触媒部位
間の協同性､H十輸送とATP合成 ･分解反応間の共役にはそれぞれの機構に関わるサブ
ユニット間の相互作用が必須であることは先に述べてきたが､その実態については不明
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a.蛋白質問相互作用がない場合
GAL4の転写活性化 ドメインと
の融合蛋白質Y
b. 蛋白質問相互作用がある場合
図1.7 酵母 two-hybrid法の原理
酵母の転写活性化因子であるGAL4は､DNA結合領域と転写活性化領域の
2つの ドメインに分断される｡標的蛋白質XとYをそれぞれDNA結合領
域と転写活性化領域との融合蛋白質として同一酵母内で発現させる｡
a.蛋白質問相互作用がない場合を示している｡この場合､レポーター遺伝子であるJacZ
の転写が誘導されない｡
b.蛋白質問相互作用がある場合を示している｡この場合､1acZの車云写が誘導されるJ章云
写の誘導は､β-ガラク トシダーゼラ音性を指標にする.この時の活性の強さは､蛋白質問
相互作用の強さと相関関係があると考えらえる｡
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な点が多い｡そこでこの2つの機構を理解する為の基礎として､この機構に関与する
サブユニット間相互作用の検出と相互作用部位のアミノ酸残基レベルでの解明及びその
相互間作用の機能を解析する系の確立を目指した｡
本研究では､第2節で示した課題に基づき定常状態における触媒部位間の協同性にγ
サブユニットが､どの樵に関わるのかを分子レベルで明らかにすることを目指 した｡本
研究を始めた1990年の状況は､X線結晶構造解析結果は報告されていなかった｡そ
のために先ず､このサブユニット上のα及びβサブユニ ､ノトとの相互作用に関わる領
域の同定を明らかにする必要がある｡ 第5節で述べたようにγサブユニットの部分ペプ
チ ドを用いた解析方法により相互作用部位の同定を試みた｡この解析については第2章
に記 した｡
第4節で述べた課題に基づき共役機構に関わるス トー ク領域に存在すると考えられる
サブユニットの相互作用変化を分子レベルで解析することを目的とした｡そのために先
ず､ス トーク領域に存在すると考えられるサブユニット間の相互作用を第5節で述べた
酵母 two-hybhd法 を用いることで検討 した｡相互作用が明らかになった組み合わせの
うちγとEサブユニ ットの組み合わせに注目し､変異株を単維する事で相互作用に関わ
るアミノ酸残基の同定を行った｡この変異部位に部位特異的変異導入法を用いてそのア
ミノ酸残基の性質を解析 した｡又､これら変異によるATP合成酵素へ及ぼす影響を遺
伝生化学的に解析 した｡この解析については､第3章に記 した｡
第4節で述べた課題に基づきFoとFl部分の結合に関わるサブユニット間相互作用の
同定を目指 した｡この同定には､第5節で述べた酵母 two-hybrid法 と再構成系を用い
ることで解析を行った｡この解析については､第4章に記 した｡
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第2章 α3β3γ複合体におけるサブユニット間
相互作用に関与する†サブユニットの領域
:γサブユニットの部分ペプチ ドを用いた
α及びβサブユニットとの結合部位の解析
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緒 言
ATP合成酵素の機能を解析する上でATPを加水分解する機構を明らかにすることは
最 も重要な課題の 1つである｡ 第 1章の第 2節で述べたように α3β37複合体は､
ATPase活性発現の最小単位である｡この複合体はFIFO-ATPaseと同じ3つの触媒吾田立
を有し､これら触媒部位は協同的に作用している事が示されている｡ この触媒部位の協
同性は､複合体を形成するα､β､†サブユニットの構造及びサブユニット間の相互作用
変化により起こると考えられる｡この複合体を形成する3者のサブユニット間相互作用
が協同性に必須であることから､この複合体を解析することで本酵素の触媒部位におけ
る協同性の分子機構を明らかにすることが可能となる｡
異種間において高いアミノ酸残基の保存性を持つαとβサブユニットが一組の対を成
し触媒部位を形成 している｡ 大腸菌において電子顕微鏡などの解析からこの複合体3分
子が､樽状に分子集合 していることが明らかになっている3()) ｡ 好熱菌の場合､この複
合体のみでATPase活性発現能を有することは第 1章の第2節で述べた｡ しかし､FoFl
部分の連結部であるス トー ク領域に存在すると考えられている1分子のγサブユニット
が､この複合体においてα､βサブユニットに対 してどの樵に配置されているのかは明
らかでない｡ γサブユニットが､電子顕微鏡30)や架橋試薬51)を用いた解析からα､β
サブユニットと相互作用 していると考えられているが､それらの相互作用は検出されて
いない｡又､γサブユニットのアミノ酸残基の保存性は､120/.と低い18)｡ 保存され
ているアミノ酸残基は､アミノ末端とカルボキシル末端領域に分布 している｡ これらア
ミノ酸残基に置換が起こることによりATPase活性を失うことが知られている｡このこ
とから､これらの領域は触媒活性に重要な役割をしていると考えられる｡第 1章の第 2
節で述べたように本酵素は､3つの触媒部位が独立 して触媒活性するuni-site活性とこ
れら触媒部位が協同的に作用するmulti-site活性がある｡ このmulti-site活性には､Yサ
ブユニットの存在が必須であることが知られており､この multi-site活性における触媒
部位の協同的な作用に 1分子のγサブユニットがどの樵にαとβサブユニットと関わっ
てこの協同的な作用を担っているのか非常に興味が持たれる｡ そこで本研究では､この
†サブユニットに注目した｡この触媒部位の協同性には上で述べたようにサブユニット
間の相互作用変化によると考えられるため､これを明らかにするためにはX線結晶構
造解析やNMR解析 を行うことで各サブユニットの詳細な3次構造と各サブユニットの
複合体における位置関係を明らかにし､活性中におけるどのサブユニット間で相互作用
が存在し､その相互作用変化を明らかにする必要があるo Lかし､X線結晶構造解析や
NMR解析は非常に困難であるうえ相互作用変化を解析することは出来ない｡又､変異
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株を用いた遺伝学的解析や架橋試薬を用いたサブユニット間の架橋実験等の結果から得
られた知見から分子集合において重要と考えられるアミノ酸残基やサブユニッ トの境界
面に存在すると考えられるアミノ酸残基が同定されたo Lかし､これらの研究から同定
されたアミノ酸残基が本当に相互作用に関わるアミノ酸残基であるかを判断することは
困難である｡ 従って､触媒部位の協同性においてα､βサブユニットとの相互作用に関
わるγサブユニットの領域の同定と相互作用変化を解析する新たな解析系が必要となる｡
これまでに結合部位として同定されたロイシンジッパーを形成するαヘリックスや､
ファイブロネクチンで見られるRGD配列は､単独で標的蛋白質との結合能を有し､又､
抗体の抗原決定基も､抗体蛋白質を断片化 し可変領域外の構造を欠失 しても結合能を失
わない｡ Ill)即ち､これら結合部位には単独で他の蛋白質と相互作用できるものも存在
し､また断片化された部分ペプチ ドでも結合部位を形成できるものが存在する｡ 本章で
は､サブユニ ットを系統的に断片化 した部分ペプチ ドを調製し､この部分ペプチ ドを
ATPase活性の最小単位である α3β37複合体を再構成する系に導入した時､再構成に及
ぼす影響を解析 した｡導入したペプチ ド内に結合部位が存在すると､サブユニットと単
独に相互作用 し再構成を阻害すると考えられる｡ そこで再構成を阻害するペプチ ドを選
別し､結合部位を含むあるいは結合部位を形成するのに必要な領域を明らかにしようと
した (図2.1)｡
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ト
再構成
ト
再構成
P
Yサブユニットの部分ペプチ ド
α3β3Y複合体
･ATPase活性測定
･α3β3Y複合体の検出
α3β3Y複合体の再構成
はできない｡
図2.1 部分ペプチ ドによる再構成阻害実験のモデル
a.精製したα､β､Yサブユニットを二井らの方法に従って再構成することで
ATPase活性を有するα3β3Y複合体が再構成される｡
b.aで示した再構成系に結合部位をもってサブユニットの部分ペプチ ドを導入する
ことでα3β37複合体の再構成を阻害する｡
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第 1節 γサブユニットの部分ペプチ ドの調製
第 1項 緒言
ト一･一一-_
先に述べた解析のためにサブユニットの断片化が必要となる｡ サブユニットの断片化
には従来蛋白質分解酵素による方法とオリゴペプチ ドを化学合成する2つの方法が行わ
れていた｡蛋白質分解酵素による蛋白質の断片化はアミノ酸配列に特異的であるため､
特定の領域のペプチ ドしか得ることができず､単一のペプチ ドを精製する過程も複雑で
あることから系統的なペプチ ドの作製は困難であると考えた｡一方､化学合成によるペ
プチ ドの合成は任意のアミノ酸配列のペプチ ドを合成できるが､合成するための費用が
高価である｡ そこで遺伝子工学的手法により任意の蛋白質の菌体内における発現を可能
にするpET発現系を用いて部分ペプチ ドの調製を行った｡
γサブユニットの断片化には､先に述べたようにアミノ酸残基の保存性を参考にした｡
保存されたアミノ酸残基が､アミノ末端から30残基までと80残基から90残基まで
と230残基からカルボキシル末端までの3ヶ所に分布している｡そこでこれを基にY
サブユニットを3部分割に分けて部分ペプチ ドを作製した｡
第2項 †サブユニット部分ペプチ ドの調製
1 †サブユニット部分ペプチ ドの発現ベクターの作製
pcR法100)を用いてYサブユニット遺伝子の特定の領域を増幅し､この DNA断片を
発現ベクターpET-3d92)に導入 した｡各†サブユニット部分ペプチ ドの発現プラスミ
ドを宿主細胞であるBL21 (DE3)pLysE93)に導入し､LB-Ampプレー ト上で生育
するコロニーを得た｡このプレー トよりプラスミドを調製し､制限酵素 Ncolとβam〃
lにより消化することによりそれぞれ目的の大きさのDNA断片が､検出された｡この
結果､部分ペプチ ドの発現プラスミドは､γト75残基､71-192残基､†74-19
2残基､γ74-286残基と†192-286残基ペプチ ドの発現プラスミドが作製され
た｡全ての部分ペプチ ドの塩基配列を決定することによりアミノ酸残基置換がないこと
を確認した｡図2.2には､各 †サブユニット部分ペプチ ドの一次構造上の位置と領域
を示した｡
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図2.2 作製したYサブユニットの部分ペプチドの一次構造上の位置と領域
~二 二_ は､Yサブユニット内の保存されたアミノ酸残基の位置を示している｡
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2 γサブユニット部分ペプチ ドの発現
調製したそれぞれの部分ペプチ ドの発現プラスミドを持つ大腸菌にIPTGを添加する
ことで目的蛋白質の発現を誘導した｡この結果､†1-75残基とγ7∠卜 192残基の
部分ペプチ ド以外の部分ペプチ ドの発現は確認された｡これら発現 した部分ペプチ ドは
全て菌破砕後の超遠心で不溶性画分に局在 した｡
3 †サブユニット部分ペプチ ドの精製
発現したそれぞれの†サブユニットの部分ペプチ ドは ､菌破砕後の超遠心で不溶性画
分に局在 した｡そこで†サブユニットと同様sDS-PAGE法を用いた精製を行った95)96)｡
先ず､不溶性画分 16mgを12.5%SDS-PAGE法により分推した｡ ゲルを酢酸ナ ト
リウムに浸 した｡これにより目的の位置にバンドが現れる｡このバンドをゲルから切 り
出し､電気的にゲルから溶出した｡その結果､それぞれ湿菌重量約 2gから､γト 19
2残基､γ74-286残基､γ191-286残基を蛋白質量として5.4mg､4.8mg､
1.1mg精製 した｡精製した部分ペプチ ドをsDS-PAGE法に確認 した結果 を図 2.3
に示した｡この図には､再構成に用いた精製したα､β及び†サブユニットも示した｡
第3項 要約と考察
本研究では再構成の阻害実験に用いるためにYサブユニットの部分ペプチ ドの発現プ
ラスミドを5種類作製した｡これらプラスミドを大腸菌に導入し､IPTGにより目的蛋
白質の発現を確認 した結果､3種類の部分ペプチ ドの発現は認められたが､†ト 75残
基と774-192残基の部分ペプチ ドの発現は認められなかった｡これは､蛋白質分
解酵素により消化されたものと考えられる｡発現が確認された全ての部分ペプチ ドは不
溶性画分からsDS-PAGE法 を応用 し簡便に精製する方法を用いて3種類のペプチ ドを
精製することが出来た｡図2.3に示 したように精製したそれぞれの部分ペプチ ドは､
1本のバンドとして検出されていることか らおそらく90%以上の精製度であると考え
られた｡又､この部分ペプチ ドを用いた再構成阻害実験の結果､再構成を阻害するペプ
チ ドがあることが示された (第3節参照) ｡ この結果から本研究で確立したペプチ ド調
製法により結合部位を有すると考えられる部分ペプチ ドが得られる事が示され､今後こ
のペプチ ド調製法が結合部位を含む領域の同定に利用できることが示された｡
今回行った部分ペプチ ドの調製方法では､ 80残基以下の部分ペプチ ドは調製できな
かった｡これは部分ペプチ ドの分子量が/｣､さくなると2次構造を形成 しにくくなるため
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図2.3 精製した各Yサブユニットの部分ペプチ ドと
再構成に用いたα､β､Yサブユニット
a.精製した各Yサブユニットの部分ペプチドの一次構造上の位置と領域を
示した｡
b.精製したYサブユニットの部分ペプチドと再構成に用いたα､β､Yサブ
ユニットを12.5% SDS-PAGEに展開後､cBB染色法により染色した｡
1レーン当たり2Lgとなるように試料を調整した.
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蛋白質分解酵素による感受性が高いためによると考えられる｡ これら精製された部分
ペプチ ドは､湿菌重量 2gから数 mgの単位で精製された｡分子量の小さい部分ペプチ
ドは､分子量の大きい部分ペプチ ドと同程度の蛋白質の発現量でもその絶対量は 1/2
或いは 1/3に減少する｡そのため sDS-PAGEによる分維後の目的蛋白質のバンドを切
り出す際､酢酸ナトリウムによる蛋白質バンドの可視化は困難になり回収率が減少する｡
そこで､分子量の/｣､さい部分ペプチ ドを精製するためにGST (グルタチオンS-トラン
スフェラーゼ)等の融合蛋白質として設計することでこれを克服できると考えられる97)｡
又､6分子のHis(ヒスチジン)を蛋白質のカルボキシル末端に融合させる発現プラス
ミドpET2la等を用いることでも可能であると考えられる113) ｡ これは､2分子のヒ
スチジンが 1分子の Ni(ニッケル)に結合することを利用 し､ニ ッケルを固相に固定
化 した親和性クロマ トグラフィーを用いて目的の蛋白質を精製できる｡ このカラムは､
6M尿素存在下でも蛋白質を吸着可能である｡ このため部分ペプチ ドなどの不溶性画分
に存在する蛋白質を6M尿素を用いて可溶化した後､このカラムを用いて精製すること
で精製効率が､上昇すると考えられる｡ しかし､精製された蛋白質中には6M尿素が存
在するためこの尿素を透析などの方法で取 り除く際に蛋白質が凝集する可能性が考えら
れる｡
更に結合部位についてより詳細な解析を行 うためには､更に領域を限定 した部分ペプ
チ ドを用いることで可能であると考えられる｡
第4項 材料及び方法
1 菌株および培養条件
本章では宿主細胞としてプラスミド調製時にはJM 109101) を､目的蛋 白質の発現
時にはBL21 (DE3)pLysE93) (Ion,omp7) を用いた｡栄養培地として L-brothを
用いた｡部分ペプチ ドの大量発現を行う時にはM9ZB培地1()2)を用いた｡プレー トは
LBプレートを用いた｡必要に応じてアンピシリン (50ug/ml)を添加 したO培養温
度は37℃とした｡
L-bro山 :1%ポリペプ トン､0.5%酵母エキス､86mMNaCIpH 7.0
M9ZB培地 :10/o Bactotrypton､ 0.50/oNaCl､0.1%NH4C1､
0.3%KH2PO4､0.'6% Na2HPO4､04% グルコース
lmMMgSO4
32
-JL
2 発現プラスミドの調製
†サブユニットの部分ペプチ ドの遺伝子をpET-3d発現プラスミドに導入したo各遺
伝子は制限酵素認識部位 を含むプライマーを用い PCR法で増幅 したaPCR法は以下の
条件で行った｡熱変性を95℃,5min､アニーリングを55℃,2min､伸長反応を70
℃,2血nを1サイクルとし､計3.0サイクル行った後に伸長反応を7分間行 った｡酵
素はT山DNAポリメラーゼ (東洋紡 )を用いた｡鋳型 DNAは､PET-3d-Yを用いた｡
プライマーの塩基配列､制限酵素認識部位を表2.1に示したO増幅したDNAをプロテ
イナーゼ Kで処理し､制限酵素 (Ncol､BamHl)で切断 した｡T4DNAリガーゼによ
り各遺伝子 をPET-3d発現プラスミドに組み込んだ｡この方法によりYサブユニット
の部分ペプチ ド (γ1-75残基､†1-192残基､774-192残基､†74-286残
基と†192-286残基ペプチ ド)を作製した｡
3 7サブユニット部分ペプチ ドの大量発現と精製
1)大量発現
基本的にはサブユニット蛋白質の大量発現 と同じ方法を用いた95日'6)｡ †サブユニ ッ
トの部分ペプチ ド遺伝子の発現プラスミドを持つBL21(DE3)pLysEを 37℃で培養
し､0.D.600の値が 0.6の時 IPTGを加えさらに 3時間培養 した｡ 大量発現時の M9
zB培地は500mlとした｡
2)精製方法
部分ペプチ ドは､7サブユニット同様､不溶性画分からSDS-PAGE法及び sDSを含
まない緩衝液中でのゲルからの溶出によって精製および可溶化した95)96)｡精製したペ
プチ ドを12.5%SDS-PAGE法によって確認 した｡
4 その他の方法
1)蛋白定量法
蛋白定量法はBradr｡rd法106)を用いた｡牛血清アルブミン (BSA)を標準試料とした0
2)SDS-PAGE法107)及び
クーマシーブリリアントブルー (以後 cBBと略す)染色法108)
ゲル板の下層に分堆ゲル (12.5% アクリルアミド､0･33%N,Nリ チレン-ビス
(アクリルアミド)､0.37MTris-HCl(pH8.8)､0･05% ペルオキソ二硫酸
ァンモニウム (APS)､0.1%SDS､0∵1%N,N,N-,N.,-テ トラメチルエチレンジア
ミン (TEMED))､上層に濃縮ゲル (4% アクリルアミド､0･2% N,N'-Jjチレン ビー
33
プライマー
プライマー
5' 3'
Y1-75
711192
775-192
Y75-286
7191-286
GEF-N3 7 (1)
GEF-N3 7 (3)
Y (3)
GER-C2
GER-C2
プライマー 塩基配列
GEF-N3 TACTCCATGGCCGGCGCAAAAGAG
Y (1) AATAGGATCCTTAGCCCACGCGm AACGTCGC
Y (2) TACTCCATGGGCTACCTGGTGGTGTCGACC
y (3) AGTAGGATCCTTATGCCGGTAACGGCAGCAGCT
Y (4)
GER-C2
TACTCCATGGCATCAGATGATGATGATCTG
GACTGGATCCTGm AAACCGCGGC
表2.1 7サブユニットの部分ペプチ ド遺伝子を増幅するためのプライマー
a･Yサブユニットの部分ペプチ ド遺伝子作製のため､pcR法に用いたプライマー
の組み合わせを示した｡
b.Yサブユニットの部分ペプチ ド遺伝子の増幅するため､pcR法に用いたプライ
マーの塩基配列を示したoccATGGはNco仁 GGATCCは BamH I箱rl限酵素の
認識部位を示した｡
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ス (アクリルアミド)､0.125MTriS-HCl(pH6.8)､0.050/oAPS､0.i
%SDS､0.1%TEMED)を調製した｡試料をアプライした後､泳動用穏衝液 (25
mMTris､ 0.192Mグリシン､0.1%SDS)中でゲル1枚 当たり35mAの電流を供
給 し泳動 した｡sDS-試料バ ッファーは0.225MTris-HCl(pH6.8)20m1､0.
25MEDTA0.8m1､20%SDS5m1､50%グリセロール 16ml､プロムフェノー
ルブルー (BPB) 0.025g､蒸留水 3.2mは 混合 し､β-メルカプ トエタノール 5
miを用時加え調製 した｡又､必要に応 じてアクリルアミド濃度が 15% のものを用いたD
SDS-PAGE後のゲルをcBB染色液 (0.25% クーマシーブリリアントブルーR250､
45%エタノール､ 10%酢酸 )に10-15分間浸 した後､脱色液 (5(‰ エタノー
ル､7.5%酢酸 )に数時間浸 した｡
3)塩基配列の決定110)
塩基配列の決定は､Dideoxy法に従った｡基質には dGTPの代わりに71deazadGTPを
用いた｡ラジオアイソトープは､Amersham杜またはNEN社の 1000Ci/mmol【α-
35S]dCTPを用いた｡オー トラジオグラムには､富士 フイルム社のBAS2000を用い
た｡
4)DNAの確認
ベクターDNA及びpcR法により増幅 したDNA断片の確認は5%ポリアクリルアミド
ゲル及び1%アガロースゲル電気泳動により行った｡試料をそれぞれゲルに添加した後､
100V､200Vの低電圧で泳動 しエチヂウムブロマイ ド液に浸 し､Uv照射にて
DNAを確認 した｡
5)プラスミドの調製法
プラスミドDNAは文献 112)の方法に従って調製した｡
6)プラスミドDNAの大腸菌への導入
形質転換法はTSS法114)とカルシウム法を用いた｡TSS法の概略 :LB培地で懸濁 した
菌体に4/5倍量の2xTSS(1% パクトトリプ トン､0.5% 酵母エキス (Bacto)､
0.5% 塩化ナ トリウム､20%ポリエチレングリコール (PEG)6000､ 50mM
硫酸マグネシウム､0.005% チミン)､ 1/5倍量ジメチルスルほオキシド (DMSO)
を加えた｡懸濁液に適当量のDNAを加え氷上に30分間静置 した後､LB培地 lmjを加
え 37℃で 1時間培養 した｡この菌液を薬剤を含むプレー トに塗布 し､生育 した菌を形
質転換株 とした｡
カルシウム法の概略 :下記の培地 (1◆%ポリペプ トン､0.5% 酵母エキス､0.5%
塩化ナ トリウム､0.25% グルコース､'一17.1% スクロース )で菌をO.D65∩=0.5-
0.6まで37℃で培養 した｡集菌後､溶液 l(10mM塩化ナ トリウム､0.5Mスク
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ロース )を加え懸濁 し､再度集菌 した｡溶液H(50mM塩化カルシウム､0.5Mス
クロース )を加え氷上で20分間静置 した｡その後､集菌し溶液‖(50mM塩化カル
シウム､ 17% グリセロール ) に懸濁 した｡ 菌液に0.2鵬のプラスミドを加え氷上に
1時間静置 した後､42℃で2分間熱シ ョックを与えた ｡ 菌液を 5倍量の LB培地に懸
濁 し37℃で2時間培養 した後､集菌 し薬剤 を含むプレー トに塗布 し､生育 した菌を形質
転換株とした｡
試薬は酵母エキスは極東製薬工業､TRIZMABASEはsIGMA社､アクリルアミド､尿
素はナカライテスク社､制限酵素､リガーゼは主にGIBCOBRL社から､Tthポリメラー
ゼはTOYOBO社から､pfuポリメラーゼはNewEnglandBiolabs社より購 入した｡その他
の試薬 は､和光純薬工業か ら購入 した｡試薬 は､特級又は生化学用を用いた｡溶液の
pHの測定は､RADOMETERCOPENHAGEN社の pHmeterを用いた｡
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第2節 γサブユニット部分ペプチ ドを用いた
結合部位の解析
第1項 緒言
第 1節では､分子機構が解明されていない本酵素の特徴の 1つである触媒部位間の協
同性の機構を明 らかにするための第一歩として†サブユニ ットの部分ペプチ ドの精製を
行った｡ 本節では､これら3種類の精製 された部分ペプチ ドを用いて､再構成 される
ATPase活性への阻害効果とα3β3γ複合体の形成へ及ぼす影響を解析 した｡即ち､実験
系として先に述べ たγサブユニ ットの部分ペプチ ドを1･nvt･lro再構成系に導入すること
により相互作用部位を明らかにしようとした｡この時再構成を阻害する部分ペプチ ドに
は､分子集合に関わる領域を含んでいると考えた (図 2.1)｡
第2項 γサブユニットの部分ペプチ ドが α3β3γ複合体の
再構成に及ぼす影響の検討
γサブユニ ッ トの 1､ 3､ 7倍量の各部分ペプチ ドを再構成系 に導入 した試料の
ATPase活性の測定結果を図2.4に示した｡
部分ペプチ ドを導入 していない時に再構成される ATPase活性の値は､ 23.4u｡its/
mgであった｡この値を100%とした｡ それぞれの部分ペプチ ドを導入 したときに再
構成されるATPase活性を測定することで再構成の阻害効果を解析 した｡ 又､対照とし
てα､βサブユニットを再構成させた｡その時の値は0.2units/mgであった｡
1ユ｣_92残基ペプチ ドの場合
それぞれ部分ペプチ ドの導入量が増 えるにつれてATPase活性の阻害が増大 した｡7
倍量を導入したとき再構成されるATPase活性を約 70%阻害 した○このことから､Y
サブユニットのアミノ末端から192残基 目までの領域に相互作用に関わる領域の存在
が示唆された｡又､再構成されるATPase.活性の減少が､比較的緩やかであることから､
この部分ペプチ ドの阻害効果は､強いも.のでないと考えられる｡
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74-286残基ペプチ ドの場合
この部分ペプチ ドも†1-192残基ペプチ ドと同様に部分ペプチ ドの導入量が増える
につれてATPaSe活性の阻害が増大 した ｡ その阻害効果は､3倍量導入 した ときに約 8
0%阻害 を示 した｡これは､この部分ペプチ ドが γ1-192残基ペプチ ドよりも強い
相互作用能を持つ結合部位を含んでいるか､多 くの相互作用結合部位が存在するためで
あると考えられる｡ 以上のことからγサブユニットの74残基からカルボキシル末端の
領域に相互作用に関わる領域の存在が示された｡
? ㌔?
??
? ? ? ?
?
? ?
?
??? ? ?
2 4 6
導入した部分ペプチドの量 (mol/Ymol)
図2.4 7サブユニットの部分ペプチドによる再構成阻害
部分ペプチドを導入していない試料の ATPase活性 (23.4u血 S/mg)
を100%とし､各試料の相対ATPase活性の値を示した｡mol/ymol
は､再構成系に導入した部分ペプチド量をYサブユニットlmol当たり
に換算した量を示す｡
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191-286残基ペプチ ドの場合
この部分ペプチ ドでは､導入量の増加に従っても再構成 されるATPase活性の阻害は認
められなかった ｡ このことか らγサブユニ ットの 191残基からカルボキシル末端の領
域には相互作用に関わる領域が存在 しないと考えられた｡
第 3項 再構成 されたα3β3†複合体量の検討
前項で示 された部分ペプチ ドの導入による再構成される ATPase活性の阻害が α埴 γ
複合体の形成阻害 によるものかどうか解析するために末変性の中性 PAGE法により
α3β3γ複合体の量を検討 した｡その結果を図 2.5に示 した｡
部分ペプチ ドを導入 していないときに示 されているバ ンドが､ α3β3†複合体を示すも
のである｡又､対照 としてα､βサブユニットを再構成 させた場合では､複合体を示す
バンドは確認されなかった｡
1ト192残基ペプチ ドの場合
再構成 されるATPase活性を阻害 したこの部分ペプチ ドは､その導入量が 1､3倍量
ではα3β3γ複合体 を示すバンドが確認でき美 ｡ 3倍量で認められたバ ンドは 1倍量のバ
ンドに比べると薄いことがわかる｡ これらは､再構成 される ATPaSe活性の阻害がそれ
ぞれ20､30%であることと一致する (図2.4)｡ 再構成されるATPase活性を70
%阻害 したときのバ ンドは､殆 ど確認できない｡これらのことからこの部分ペプチ ドに
よるATPa5e活性の阻害は､α3β37複合体の形成 を阻害する事により阻害が起こってい
ると結論 した｡
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774-286残基ペプチ ドのた場合
この部分ペプチ ドを3､7倍量導入したときα3β37複合体を示すバンドは､確認でき
なかった｡この時の再構成されるATPase活性の阻害は､それぞれほほ80%であった
(図2.4) ｡ このことから複合体の阻害 とATPase活性の阻害の間には､相関関係があ
ると考えられた｡これらのことより､この部分ペプチ ドがα3β37複合体の形成を阻害す
ることで再構成されるATPaSe活性を阻害したものと結論 した｡
部分ペプチド
の導入量
(mol/ymol)
α3β3Y Y1-192 7741286 71911286 α3β3
T l xl x3 Ⅹ7 Ⅹ1 Ⅹ3 Ⅹ7 Ⅹ1 Ⅹ3 Ⅹ7｢=｢
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図2.5 部分ペプチドによるα3β3Y複合体の形成阻害の解析
再構成系への部分ペプチドの導入によりα3β3Y複合体の形成が阻害されている
ことを未変性の中性ポリアクリルアミドゲル電気泳動法を用いて解析したO各
レーンには､α3β3Y複合体の総蛋白量が5.0LAgとなるように試料を調製した｡
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γ191-286残基ペプチ ドの場合
ATPaSe活性を阻害しなかったこの部分ペプチ ドを導入したときα3β37複合体のバンド
の減少は､認められなかった｡しかし､導入 した部分ペプチ ドの量が増えるにつれて
α3β3†複合体のバンドが少し上にシフ トしていることが認められた｡ このことは､この
部分ペプチ ドが再構成されるATPase活性に影響を与えずにα3β3†複合体に結合してい
ると考えられる｡
以上のことから再構成を阻害をした部分ペプチ ドが､α3β3γ複合体の形成を阻害する
事でATPaSe活性の阻害を起こしていると結論 した｡
第 4項 要約と考察
γサブユニ ットの部分ペプチ ドを用いた再構成阻害実験により得られた結果のまとめ
及び結合部位 を含む領域を模式的に示したのが図2.6である｡γ1-192残基､γ7
4-286残基の部分ペプチ ドは､再構成を阻害した｡ 一方､γ19ト 286残基部分
ペプチ ドでは､再構成を阻害しなかったが､α3β3†複合体に結合 していることが示され
ている｡これらのことから7サブユニットの74から191残基の領域中にサブユニッ
トとの結合部位に関わる領域が存在すると考えられた｡
再構成を阻害 しなかった†191-286残基ペプチ ドが､α3β3†複合体に結合してい
ることからα3β3γ複合体の表面に結合 していることが考えられる｡ これから191から
286残基の領域にも非常に弱い結合部位の存在する可能性があると推測された｡しか
し､この相互作用が活性発現中においても結合しているかどうかは明らかではない｡こ
れを明らかにすることはγサブユニットのこの領域の役割を明らかにする手がかりにな
ると考えられる｡
1から73残基領域内に結合に関わる領域が存在するかどうかは明らかでない｡これ
を明らかにするためには､この領域を持つ部分ペプチドの精製を行うことが必要である｡
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図2.6 7サブユニットの結合部位の位置
- は､再構成を阻害した部分ペプチドを示した｡一方､口 は､
再構成を阻害しなかった部分ペプチドを示した｡しかし､この部分ペプチ
ドは､α3β3Y複合体に結合していると思われる｡この結果から74から191
アミノ酸残基の領域が､結合部位であると考えた｡又､191から286アミ
ノ酸残基の領域にも結合部位が存在する可能性も示された｡
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しかし､第-節で述べたように発現する蛋白質の大きさが小さいため蛋白質分解酵秦
により分解 されていると考えられるためGSTとの融合蛋白質として精製し､再構成の
阻害を解析する必要がある｡
それぞれの部分ペプチ ドによる再構成の阻害効果から774-286残基ペプチ ドが最
も強い阻害効果を示した｡これは2つの可能性が考えられる｡ 1つは､この領域内に親
和性の高い相互作用領域が存在する｡ 2つ目は､多くの相互作用部位が存在するためで
ある｡
第 1節で述べた方法により調製された部分ペプチ ドが､再構成 を阻害したことよりこ
れら部分ペプチ ドの高次構造は†サブユニットの構造に近い構造を形成しているものと
考えられる｡このことから不溶性画分に存在 した蛋白質の精製には､SDS-PAGE法を
用いた方法が有効であると考えられたが､第一章で述べた問題点もある｡
この節で得られた知見をまとめると① 部分ペプチ ドを再構成系に導入することでα
或いはβサブユニットとの結合に関わる†サブユニット上の領域が限定できた｡② 再構
成を阻害 した部分ペプチ ドが､α3β37複合体の分子集合を阻害することで再構成の阻害
が起こることを明らかにした｡③ 再構成の阻害は認められなかったが､α3β3†複合体の
表面に結合するような部分ペプチ ドの存在が明らかになった｡
第5項 材料及び方法
1 Yサブユニット部分ペプチ ドを用いたInvJ'lroのα3P37複合体の再構成阻害実験
再構成時にα､β､†サブユニットと同時にYの部分ペプチ ドを適当量加えFutaiらの
条件に従った27)｡サブユニット蛋白質および部分ペプチ ドを適当量混合 しエツペンド
ルフチューブに加え､ さらに再構成緩衝液を仝液量の20% になるように混合した｡こ
の試料を透析チューブに入れ､再構成緩衝液 (50mMコハク酸 -Tris(pH6.0)､
10%グリセロール､1mMDTr､0.5mMEDTA､5mMATP､5mM塩化マグネシウ
ム)中で 12時間､ 26℃の恒温室内で透析 した｡この試料を回収 LATPase活性の刺
定､蛋白定量等を行った｡
2 ATPaSe活性の測定
ATPaSe活性の測定はFutaiらの方法105トに従い､透析試料を再構成緩衝液で1から10
倍に希釈 し用いた｡ATPから遊離される登 機リン酸を定量 LATP加水分解の指標とし
た｡なお､37℃で1分間にiumoIATPを加水分解する醇素量を1unitと定義したO醇
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素の活性比較には比活性 (units/mg)を用いた｡標準試料として KH2P04を用いたO
3 蛋白定量法
蛋白定量法はBradford法106)を用いた｡午血清アルブミン (BSA)を標準試料とした｡
4 未変性の中性ポリアクリルアミドゲル電気泳動法lO9)
sDSを含まない7% ポリアクリルアミドゲルを作製し､SDSを含まない緩衝液中で 2
5mAの定電流で電気泳動を行った｡サンプルはα､β､γサブユニットの総量が一定に
なるようにSDSを含まない緩衝液と混合 した｡ 泳動後のゲルはCBB染色法により解析
した｡
試薬及びその他の方法
その他の試薬は前節と同様のものを用いた｡
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第 3節 再構成を阻害 した†サブユニット
部分ペプチ ドと結合するサブユニットの同定
第 1項 緒言
前節で述べたように†サブユニットの部分ペプチ ドが､α3β37複合体の形成を阻害す
ることで再構成を阻害 した｡ しかし､部分ペプチ ドがこの複合体の形成を阻害する分子
機構は明 らかではないが､おそらく､部分ペプチ ドが分子集合 していないα或いはβ
サブユニットに結合することで､形成阻害をしていると考えられる｡
この可能性を明らかにするために以下に示す方法で部分ペプチ ドの結合を検討した｡
先ず､再構成に用いたそれぞれの†サブユニット部分ペプチ ドを フィルター上に吸着さ
せるoその後､再構成と同じ条件でα或いはβサブユニットと相互作用させる｡α或い
はβサブユニットの結合の有無は､それぞれのモノクローナル抗体を用いて検出する｡
この方法を用いて先に述べた事象の解析を試みた｡
第 2項 γサブユニット部分ペプチ ドと結合するサブユニ･ノトの検討
αサブユニット間における結合の解析
†サブユニット部分ペプチ ドとαサブユニット間における結合を解析 した結果を図2.
7aに示した｡その結果､γサブユニットとαサブユニット間に結合が検出された｡
再構成を阻害したγト192残基､†74-286残基ペプチ ドが､αサブユニ ット
と結合することが認められた｡ この事から､再構成を阻害 した部分ペプチ ドが､αサブ
ユニット結合することでα3β3γ複合体を阻害 したと考えられた｡又､このときのαサブ
ユニットへの結合力は､γ74-286残基ペプチ ドの方が強いものであることが明らか
になった｡これら部分ペプチ ドが重なった74から192残基中にαサブユニットと強
固な結合 に関わる領域があると考えられた｡一方､再構成されたATPase活性の阻害は
認められなかったがα3β3γ複合体に結合が認められたγ191-286残基ペプチ ドは､
非常に弱いながらもαサブユニット間で結合が認められた｡この事から､191から2
86残基中に非常に弱いαサブユニット.上の結合に関わる領域が存在することが推測さ
れた｡しかし､各部分ペプチ ドのαサブユニットに対する結合力を考慮に入れると以下
のことが考えられる｡αサブユニットに対する結合力は､7741286残基ペプチ ドが
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図2.7 7サブユニットの部分ペプチドが結合するサブユニットの同左
a.Yサブユニットの部分ペプチドとαサブユニット間の結合を解析した
結果を示したO(ユサブユニットの検出には､抗C1モノクローナル抗体を
用いた｡
b.Yサブユニットの部分ペプチドとβサブユニット間の結合を解析した
結果を示したoβサブユニットの検出には､抗βモノクローナル抗体を
用いた｡
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一番強固である｡†1-192残基ペプチ ド及びγ191-286残基ペプチ ドにおい
ても弱い ながら結合が認め られた｡ これは､†ト 192残基ペプチ ド及び7191-2
86残基ペプチ ドは､191付近のアミノ酸残基を欠失しているため774-286残
基ペプチ ドに比べてαサブユニットに対する結合力が低下 していると考えることが出来
る｡従って､ 191残基目付近にαサブユニットとの結合に関わる領域が存在すること
が考えられた｡
サブユニット間における結合の解析
†サブユニットの部分ペプチ ドとβサブユニット間における結合を解析 した結果を図
2.7bに示した｡その結果､γサブユニッ トとβサブユニツ間に結合が検出された｡
再構成を阻害 したγ1-192残基､774-286残基ペプチ ドが､βサブユニットと
結合することが認められた｡又､このときのβサブユニッ ト-の結合力は､ほぼ同じで
ことが認められた｡これは､γ74-286残基ペプチ ドの方が強い再構成の阻害を示 し
たことと一致している｡ この事から､再構成 を阻害した部分ペプチ ドが､α及びβサブ
ユニットと結合することでα3β3γ複合体を阻害したと考えられた｡又､これら部分ペプ
チ ドが重なった74から192残基中にβサブユニットとの相互作用に関わる領域があ
ると考えた｡一方､α3β3†複合体に結合が認められATPase活性を阻害しなかった,(19
1-286残基ペプチ ドでは､βサブユニット間での結合は認められなかった｡
第3項 要約と考察
相互作用部位を同定するために本研究で用いた†サブユニットの部分ペプチ ドを用い
た再構成阻害実験及び結合実験により得られた結果のまとめ及び結合部位を含む領域を
模式的に示 したのが図2.8である｡γ1-192残基､†74-286残基ペプチ ドは､
再構成されるATPase活性を阻害した｡これら両部分ペプチ ドの再構成の阻害は､部分
ペプチ ドがαとβサブユニットに結合することでα3β37複合体の形成を阻害すること
により再構成 されるATPase活性を阻害する事を実験的に証明した｡これは再構成を阻
害した部分ペプチ ドには相互作用に関与した領域が存在するためである｡以上のことか
ら部分ペプチ ドの重複 した領域である74から191残基の領域にα及びβサブユニ､ノ
トとの結合に関わる領域が存在すると結論 した｡又､先に述べたように191残基目付
近にαサブユニッ トとの結合に関わる領域が存在することが考えられた｡ しかし､ 1
から73残基領域内に結合に関わる領域が存在するかどうかは明らかでない0
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図2.8 7サブユニットの結合部位の位置
- は､再構成を阻害した部分ペプチドを示した｡この部分ペプチド
は､clとβサブユニット間で結合が認められた.一方､口 は､再構
成を阻害しなかった部分ペプチドを示した｡しかし､この部分ペプチド
は､α3β3Y複合体に結合していると思われる｡又､この部分ペプチ ドは､
非常に弱いながらαサブユニット問の結合が認められた｡この結果から
74から191アミノ酸残基の領域が､結合部位であると考えた｡又､191か
ら286アミノ酸残基の領域にも結合部位が存在する可能性も示されたO
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Milerはプロテインデータバンクに登録 されている数ケのオリゴマー蛋白質のサブユ
ニット間境界面を検討 し､以下のような結論を示 したL)8)｡ それは､サブユニット間の
境界面は基本的に① βス トランド連結､②ヘ リックス ヘーリックスパッキング､③ シー
ト シー トパ ッキング､④ループ間相互作用からなっているというものである｡ 実際の
相互作用にはこれらの2次構造を形成するアミノ酸残基間の水素結合､イオン結合､疎
水結合が重要であると考えられる｡実際､転写因子に関する研究から多くの転写因子間
の結合には多くの場合､αへ リックスから形成されるロイシンジッパーが関与している
事が知られている99)｡ ロイシンジッパーを形成するαヘリックス上には一側面に並ん
だロイシンが存在する｡この様なαヘリックスを持つ蛋白質が2個存在すると､一側面
に並んだロイシン残基同士が疎水結合により互いにジッパーのように組合わさり､2量
体を形成する｡ 又､フィブロネクチン等の細胞接着性糖蛋白質ではRGD配列のような
1次構造上連続 した3つのアミノ酸からなる構造が関与している｡ この様に蛋白質問相
互作用にはαヘリックス､βス トランド､ループ等の2次構造が関与 している例が多いo
Fト ATPaseのサブユニット間相互作用にも2次構造が関与していると考えられる｡
現在の状況
1994年8月に α､βサブユニットとγサブユニ ットの一部から成る複合体の詳細
な構造が X線結晶構造解析によって明 らかになった11)｡ これによってα3β37複合体の
3次構造およびそれらの空間的位置関係も明らかになった (図 2.9)｡ この結果か ら
明らかになった知見を各サブユニットについて以下でまとめた｡
αサブユニット
αサブユニットは､3つの ドメインから構成されていることが明らかになった (図2.
10a)｡ 即ち､アミノ末端の6つのβス トランドが､バレル (樽)状に形成した ドメ
インと中央部のヌクレオチ ド結合部位を含むαヘリックスとβス トランドから成るα
-βドメイン及びカルボキシル末端の 7つのαヘ リックスから成るバレル ･ドメインで
ある｡又､ヌクレオチ ド結合部位には､ATPとMg2+の結合が認められた｡
βサブユニット
βサブユニットは､αサブユニット同様 3つの ドメインから構成されている (図2.
10b)｡中央部のヌクレオチ ド結合部位の ATPに対する親和性はαサブユニットのそ
れに比べ ると低 く､Mg2+の結合も認められた｡又､ヌクレオチ ド結合部位には､ATP
の加水分解に必要な水分子と水素結合した181残基目のグルタミン酸が存在 し､ATP
加水分解に関与 している｡ しかし､αサブユニットには､この様に水分子と水素結合 し
たアミノ酸残基は存在していない｡この事からβサブユニットのヌクレオチ ド結合部位
は､触媒部位であると考えられる｡ 又､βサブユニットは､ヌクレオチ ドの結合状態の
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図2･9 Ⅹ線結晶構造解析によるct3P3Y複合体の立体構造モデル
ウシ ･ミトコンドリアの Fl-ATPaseのⅩ線結晶構造解析の結果､α3β3Y
複合体の構造が明らかになった｡- は､20Aを示している11)0
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図2,10 α､βサブユニットの立体構造11)
a･αサブユニットの立体構造を示している｡全てのαサブユニットは､ATPが結合して
いる｡GTPはATPが結合したβサブユニットと対を成すものである｡αDPはADPが結合
したβサブユニットと対を成すものである｡GEはヌクレオチ ドが結合していないβサブユ
ニットと対を成すものである｡
b･βサブユニットの立体構造を示している｡βTPはATPが結合したβサブユニットであ
る｡βDPはADPが結合したものをβEはヌクレオチドが結合していないものである｡
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異なった3つの状態があることが明らかになった (図2･lob)｡ それは､ATPが結
合したβTPと呼ばれるものとADPが結合 した βDPと呼ばれるものとヌクレオチ ドが結
合 していないβEと呼ばれる3つの状態である｡それぞれの状態のβサブユニ ッ トは､
ATPが結合 した αサブユニ ットと対 を形成 している○ それぞれの αサブユニッ トを
αTP､αDP､αEと呼ぶoこのそれぞれ 1対のαβ複合体は､非対称的に配置されている｡
又､βTPとβDPにおいてカルボキシル末端のバレル ･ドメインは､図2.10bに示した
ように中央の α-βドメインに近接 しているoLかし､βEにおいてカルボキシル末端の
バレル ･ドメインは､中央のα-βドメインか ら離れるように位置している｡ この樵に
ヌクレオチ ド状態に依存 して構造変化が起 こることは､酵素の触媒機構と関係があると
考えられる｡
1旦 アユニット
明らかにされたγサブユニッ トの領域は､アミノ末端から45残基までの αヘリック
ス構造と82から99アミノ酸残基から成るαへリ､ノクス構造 (以後ショー ト･ヘリッ
クスと呼ぶ)と224残基からカルボキシル末端か ら成るαヘリックス構造であった
(図2･11)｡図に示したようにγサブユニットは､そのアミノ末端とカルボキシル
末端のαヘリックスがα3β3複合体の中央の空間に挿入されるように配置されている｡
構造が未決定な領域は､ス ト ク領域に配置されていると考えられた｡アミノ末端 ･カ
ルボキシル末端とも1本のねじれたαヘリックスから成る｡ これらアミノ末端 ･カルボ
キシル末端領域にアミノ酸残基置換が起こるとATPase活性を失う刷 45)46)17)｡ この
事から､これらの領域 は触媒活性に重要な役割をしていると考えられるOショー ト･
ヘリックスと呼ばれる αヘ リックスは､ATPが結合 した βサブユニ ッ ト (βTP)の
DEI･SEED領域と水素結合を形成 し他のβサブユニッ ト (βDP､βE)間では結合は認め
られない｡この様に､γサブユニットは α3β3†複合体の非対称性に関与 していると考え
られる｡ 実際､好熱菌においてこの事は証明されている55) o この †サブユニットによ
る非対称性は､活性発現に重要であるo 又､ トリプシンによりショー ト･ヘリックス近
傍で消化 されたγサブユニットは α3β3γ複合体形成は正常でありATPase活性も見 られ
るが､ATPase活性阻害蛋白質であるeサブユニットの阻害効果が低下する56)｡この事
からショー ト･ヘリックスは､ATPaSe活性だけでな くEサブユニットによる阻害機構
にも関与していると考えられるが､その詳細は明らかでない ｡ 一方､x鰯 吉晶解析像 11,
が得られていない中央の領域は､βス トランド構造をとると推測 されシー トを形成 して
いると考えられている57)o x線結晶構造解析から明らかになった水素結合の位置を図
2･12に示 したo水素結合部位が3ヶ所報告されておりこの図では星印で示した｡ 1
つはショー ト･ヘリックスがβサブユニットと水素結合 しているものである｡ 1つは､
55
Cサブユニット
図2.11 7サブユニットの構造11)
Ⅹ線結晶解析結果からアミノ末端及びカルボキシル末端がα･βサブユ
ニットにより形成された空間に挿入されているo又､ショー ト へリッ
クスは､ATPが結合したβサブユニットのDELSEED領域のみと水素
結合している｡つまり､非対称性な構造である｡又､他の領域は構造が
明らかでない｡
56
αサブユニット βサブユニット
Yサブユニット
βサブユニット
Yサブユニット
図2.12 α3β37複合体において明らかにされた
サブユニット間の水素結合
★は､明らかにされた水素結合の位置を示している11)0
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カルボキシル末端のαヘリックスとα､β両サブユニット問において認められている｡
これらのことは､先程述べたように本酵素のサブユニット間においても2次構造が関与
していると考えたことと一致 した｡
昨年､好熱菌においてATPase活性中の α3β37複合体の挙動 を可視化 したという驚く
べき結果が報告された29)｡ その方法として好熱菌 α埴 複合体を固層に固定化し†サブ
ユニットを蛍光標識 した α3β3†複合体 を作製 した｡この複合体 にATPを添加 した場合
のみγサブユニットの回転が認められた｡この様に本酵素は､酵素自身が回転する事で
触媒活性を発現するモーター蛋白質であることが示された｡ しかし､この回転の駆動力
と考えられるサブユニット内の構造変化或いはサブユニット相互作用は明らかではない｡
又､実際形質膜上においてどちらのサブユニットが回転 しているか明らかでない｡
本研究から得 られた知見とX線結晶構造解析の結果を以下で考察する｡
α及びβサブユニ ットとの結合に関わる領域であると結論 したYサブユニットの74
から191残基領域には､ショー ト･ヘリックスが含まれている｡ このショー ト･ヘリッ
クスはβサブユニットと間で相互作用が認められており､本研究で得られた知見と一致
した｡又､αサブユニットとの相互作用に関わると考えられた 191残基付近は､未決
定な領域にあることからFoとFl部分の結合に関与するス トー ク領域に存在すると考え
られた｡γ191-286残基ペプチ ドが､α3β3†複合体中の αサブユニッ トに結合でき
ることは､次のように考えることが出来る｡ X線結晶構造解析から224残基からカル
ボキシル末端の領域は､α3β3複合体中に存在するため †191-286残基ペプチ ドが
α3β3γ複合体中に挿入されるとは考えにくい｡そのためα3β3複合体に挿入されていない
領域である 191か ら224残基の領域が､先ほど述べた αサブユニットのカルボキ
シル末端 ドメインに結合 していると考えた｡ このス トーク領域に存在すると考えられた
†サブユニットの 191残基付近がどの様にαサブユニットと相互作用しているのかを
理解することで本研究の目的である触媒部位間の協同性だけでなく共役機構に関わる知
見を得ることが出来ると考えられる｡
相互作用部位を同定するために用いたγサブユニッ トの部分ペプチ ドを用いた再構成
阻害実験 は､ATPaSe活性を指標に相互作用に関わる知見を得 ることが可能であると考
えられる｡従って､X線結晶構造解析やNMR解析では解析することが出来ない相互作
用変化の解析を行うために更にこの領域の解析を行 うためにPCR法を用いてランダム
に変異を導入する事によりアミノ酸残基レベルで相互作用の解析及びそのサブユニ ッ ト
間相互作用の役割を理解できると考えられ る｡ 更に同定されたアミノ酸残基をsH基を
もっシステインに置換 し､この基に反応する架橋試薬を用いることで 触媒部位に結合
したヌクレオチ ドに依存 して架橋産物の組み合わせ及びその量の変化とATPase活性間
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の関係を検討することで相互作用変化の解析を行うことが出来ると考えられる｡
第4項 材料及び方法
1 サブユニット間における結合の検出方法
γサブユニットとその部分ペプチ ドをMeOHで活性化させたMiliporeGVHPフィルター
102)にMIliBlotTM-D102)を用いて吸着させた｡この時､試料を150ul等と一定体積
にして､任意の蛋白質量 を吸着 させた｡その後､ 10%skim血lkで37℃で 3時間プ
ロバ ングしましたoその後再構成緩衝液で 5分,5回洗浄し､0･1mg/ml濃度 α､β
サブユニット2血をフィルターに添加 し､ 12時間､26℃の恒温室内に静置した｡フィ
ルターを再構成緩衝液で 5分,5回洗浄した○その後､ABC法102)を利用 した免疫染色
法によりα､βサブユニットの同定を行った○α､βサブユニッ トを認識する一次抗体
はそれぞれモノクローナル抗体 α108103)､β311佃 を用いた｡ 2次抗体は､ビオ
チン化抗体マウスIgG抗体を用いた｡
2 免疫染色法
蛋白を転写 したフィルターをブロッキングバッファー (5%スキムミルク)中に浸 し
て､4℃で8hr以上静置し､抗体の非特異的な結合を抑えた｡次に 1次抗体をそれぞれ
指定の倍率に希釈 したブロッキングバ ッファーと交換 し､37℃で2時間反応させた｡
続いて､2Llg/miの2次抗体を加えて37℃で2時間反応させた｡そしてベクタステイ
ンABC試薬 (アビジンとビオチン化ペルオキシダーゼの複合体､vectorLab.,Inc.)を加
えて､室温で30分間反応させた後､3,3･-ジアミノベンジジン四塩酸塩 (DAB)20mg
と30% 過酸化水素水 20両を含む20mMTris-HCIpH7.6を加えて発色させた｡
試薬及びその他の方法
その他の試薬は前節と同様のものを用いた｡
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第 3章 酵母 two-hybrid法を用いたγサブユニットと
Eサブユニット間相互作用の構造と機能
:EサブユニットによるATP加水分解活性の
阻害機構の解析
60
緒 言
第 1章の第2節で述べたように本酵素における触媒機構には､全ての Flサブユニッ
トの相互作用により起こると考えられている｡ これら相互作用は､分子集合の維持に関
わるものATPase活性及びその調節に関わるものがあると考えられる｡ 又､触媒機構を
考える上で Yoshidaらにより証明されたα､βサブユニットに対するYサブユニッ トの
回転を考慮する必要がある29)｡ それは残 りのサブユニ ッ ト8､Eのうちどのサブユニッ
トが α､βサブユニットの組 に属 し､どのサブユニットが Yサブユニットの組に属する
のかを明らかにする事である｡ 本章で述べる研究を始めた1994年にα､β及び†サ
ブユニットの一部から成る複合体のX線結晶構造解析の結果が報告され1日､これらサ
ブユニッ トの詳細 な構造が明らかになったが､†サブユニットの一部､8及び Eサブユ
ニットの構造は明 らかではない｡従って､FoFl部分の結合領域であるス トー ク領域に
存在するサブユニットの詳細な構造は明らかではない｡第2章で述べたように構造が明
らかになったγサブユニットのアミノ末端とカルボキシル末端領域は､α3β3複合体の
中央の空間に挿入されてお り､これらの領域が触媒活性に関与 していることが推察され
る｡ 又､Yサブユニットの構造末解読の領域が､ス トー ク領域に存在すると考えられる
が､どの様な役割を担っているのかは明らかでない｡ しかし､変異株を用いた解析から
†サブユニットが共役機構及び酵素の分子集合に関与 していることが示されている115)
116)117)｡第2章で述べたようにこの領域にα､βサブユニットとの相互作用に関わる
領域が存在することを明らかにした｡ しか し､†サブユニ ットのこの領域と相互作用す
るス トーク領域に存在すると考えられるサブユニットとの相互作用は認められていか ､C
触媒中に回転 しているこのサブユニットが どの様にして共役機構に関わっているのか非
常に興味深いことである｡
ス トー ク領域に存在すると考えられている8サブユニットは､αサブユニットのアミ
ノ末端が欠失することで Fl部分から解離する｡これによりFoFl部分の結合が出来な
くなる118)o 更に､8サブユニットが単独でFo部分に結合できることが示されている｡
これらのことから8サブユニットが､FoFl部分間の相互作用に関わっていると考えら
れている119)｡ 又､カルボキシル末端が欠失した8サブユニットをもつFl部分はPo部
分に結合出来るが､共役を失わす脱共役剤 の感受性が失われる｡ このことから､共役機
構においても何 らかの役割を担っていると考えられている5L))｡ しかし､これらの役割
に関わるアミノ酸残基レベルの解析や8サブユニットがどのサブユニットと相互作用し
ているのか明らかにされていない｡これを明らかにすることは､8サブユニットの機能
解析を行 う上で極めて重要なことである｡
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ス トー ク領域に存在するEサブユニットは､Fl部分のATPase活性を阻害することが
知られている｡この様な阻害サブユニットがなぜ本酵素に必要であるのかは非常に興味
が持たれる｡ 速度論的解析から加水分解産物の触媒部位からの解維速度を低下させるこ
とで活性を阻害することが明らかになっている｡ しかし､この機構の実態であるサブユ
ニット問の相互作用は明らかでない｡架橋試薬を用いた解析から以下のようなことが明
らかになった｡Eサブユニットとα或いはβサブユニ ットが架橋 されるとATPase活性
を完全に阻害するが､†サブユニットの場合にはこの様な影響は及ぼさなかった52)57)｡
又､†及びEサブユニットを同時に大腸菌菌体内で発現させるとこれらサブユニットが
複合体を形成し精製される｡ 従 って､触媒機構である回転機構においてEサブユニット
は､†サブユニットの組に属することが示唆されている｡ しかし､このことが明らかに
なったからといってEサブユニットの阻害機構が明らかになった訳ではない｡ Eサブユ
ニットの活性阻害の機構を解明することは本酵素においてこのサブユニットの存在意義
を明らかにする上で重要なことである｡この阻害機構の解明のためにこのサブユニット
と相互作用する全てのサブユニットを同定 しその相互作用の役割を明らかにしていく必
要がある｡以上述べたス トー ク領域に存在すると考えられるサブユニットにおける相互
作用の解析を行うことで共役機構及びEサブユニットの阻害機構の解明の基盤となると
考えられる｡
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第 1節 酵母 two-hybrid法を用いた
仝 Flサブユニット間の相互作用の検出
第 1項 緒言
サブユニット間相互作用の解析は､以前までの変異株を用いた遺伝子工学的解析によ
り行われてきた｡しかし､本酵素の分子集合が非常に複雑であるためどのサブユニット
間のサブユニットに異常が生じたため機能異常が生じたかを明らかにすることが困難で
あった｡第2章で示したフィルター上での解析方法では､相互作用の検出は容易にで き
るが､そのためにはサブユニット蛋白質の精製が必要となることや相互作用の強さを数
値化できない ｡これら問題点を克服するためには､新たな解析系を考える必要がある｡
そこで遺伝子工学的手法で解析可能でかつ2種類の蛋白質問相互作用を検出できる酵母
two-hybrid法を用いた｡この方法は､既知の蛋白質が相互作用するかどうかを調べるこ
とが出来るだけでなく､ある蛋白質と相互作用する未知の蛋白質を単堆できる｡ 例えば
RasとRafなどのシグナル伝達に関わっている相互作用を検出できる｡ 酵母 IwO-hybrid
法の原理は､図3.1に示 した｡酵母の転写活性化因子であるGAL4は､DNA結合領域
と転写活性化領域の2つの ドメインに分割できる｡ この DNA結合領域は､GAL4によ
り制御される遺伝子群の上流領域の特定の塩基配列に結合する｡ 一方､転写活性化領域
は､転写開始に必要な蛋白質複合体と接触 している｡ これら2つの領域は､共に正常な
転写活性化に必要である｡ この転写活性化因子の性質を利用 したものが､酵母 two-
hybrid法である｡ 標的蛋白質 xとYをそれぞれDNA結合領域と転写活性化領域との融
合蛋白質として同一酵母細胞内で発現させる｡ これら融合蛋白質は､核内に移行する｡
図3.1aには､相互作用がない場合を示 した｡この様に相互作用が存在 しないと転写
活性能を持った複合体が再構成されず､転写が活性化されない｡一方､相互作用がある
場合を図3.1bに示 した｡この様に標的蛋白質間に相互作用があると転写活性能を持
つ複合体が再構成され転写が活性化される｡ この転写の活性化は､レポーター遺伝子で
あるβ-ガラクトシダーゼの発現を指標にする｡
本節では､この方法を用いてFl部分の仝サブユニット間における組み合わせについ
て相互作用の有無を検討することを目指した｡更に検出された相互作用に異常が生 じた
変異株の単離をこの方法を用いて目指した (第2節参照)｡ この変異が本酵素に及ぼす
影響を解析することでサブユニット間相互作用の機能を明らかに出来ると考えた｡ 酵母
two-hybrid法を用いて仝 Flサブユニットの相互作用を検出するために各サブユニット
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a. 蛋白質問相互作用がない場合
GAL4のDNA結合 ドメインとの
融合蛋白質Ⅹ
GAL4の転写活性化 ドメインと
の融合蛋白質Y
l l
IGAL4ab-YI
GAL4db-Ⅹ
b. 蛋白質問相互作用がある場合
図3.1 酵母two-hybrid法の原理
酵母の転写活性化因子であるGAL4は､DNA結合領域と転写活性化領域の
2つのドメインに分断される｡ 標的蛋白質XとYをそれぞれDNA結合領
域と転写活性化領域との融合蛋白質として同一酵母内で発現させるo
a.蛋白質問相互作用がない場合を示している｡この場合､レポーター遺伝子
である1BCZの車云写が誘導されない.
b.蛋白質問相互作用がある場合を示している.この場合､1acZの転写が誘導
されるo車云写の誘導は､β-ガラクトシダーゼ活性を指標にする｡ この時の
活性の強さは､蛋白質問相互作用の強さと相関関係があると考えらえるO
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の発現プらミドを作製する必要がある｡作製 したプラスミドを酵母 SFY526細胞に
形質転換 し､相互作用の存在を示す β-ガラクトシダーゼ活性を測定するO これにより
全Flサブユニットの組み合わせの相互作用 を検討 した｡ これを明 らかにすることは､
ス トーク領域に存在すると考えられているサブユニットの3次構造上の配置に関する知
見が得られると考えた｡
第2項 酵母 two-hybrid法を用いた各サブユニット蛋白質の発現プラス ミドの調製
1 α､β､†､8サブユニット発現プラスミドの作製
pET-3d-α､PET-3d-β､PET-3d-†､PET-3d-8を制限酵素sl),[で消化する｡
Klenow断片を用いて切断部位を平滑末端にした後､制限酵素βam〃1で消化 した｡ こ
のDNA断片を回収 した｡制限酵素smalとBamHtで消化 した発現プラス ミドpGAD
424及びpGBT9に回収したDNA断片を導入した (図3.2)｡ これらプラスミドを
JM109に導入し､LB-Am pプレー ト上で生育するコロニーを得た｡ このプレー トよ
りプラスミ ドを調製し､制限酵素 BamHIとEcoRlにより消化することによりそれぞ
れ目的の大きさのDNA断片が､検出された｡この結果､pGAD424-α､pGBT9-α､
pGAD424-β､pGBT9-β､pGAD424-7､pGBT9-7､pGAD424-8､PGBT
9-8が作製された｡ これら領域の塩基配列を決定することによりア ミノ酸置換がない
ことを確認 した｡
2 eサブユニット発現プラスミドの作製
pGEX-2T-Cを制限酵素BamHlで消化する｡ この DNA断片を回収 した後､制限酵
素BamHIで消化 したpUc18に導入した｡この作製したpUc18-Eを制限酵素EcoR
l､psllで消化後､同制限酵素で切断した発現プラスミドpGAD424及びpGBT9
に導入した (図3.3)｡ これらプラスミドをJM109に導入し､LB-Ampプレー ト
上で生育するコロニーを得た｡このプレー トよりプラス ミドを調製し､制限酵素 EcoR
IとpslIにより消化することによりそれぞれ目的の大きさの DNA断片が､検出された｡
この結果､pGAD424-EとpGBT9-Eが作製された｡これら領域の塩基配列を決定す
ることによりアミノ酸置換がないことを確認 した｡
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BamH I
B丘mHI
GAL4bdorad
SmaI
BamH i
pGBT9orpAGD424
TRPlorLEU2
StyIで消化し､Klenow断片処理するo
その後､B-H Iで消化するo styIと
ライグーション
BamH Iで消化するo
l
SmaI
BamHI
pGBT9orpAGD42.
図3･2 酵母 two-hybrid法に用いるcl､β､Y､8発現プラスミドの調製
Pは､プロモータを示している｡ GAL4bd或いはGAL4adは､それぞれ GAL4
の DNA結合 ドメインの塩基配列､転写活性化 ドメインの塩基配列を示しているC
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EcoRI
EcoR IとpstIで消化するo
PstI
ライグーシヨン
図3･3 酵母 two-hybrid法に用いるcl､β､Y､8発現プラスミドの調製
Pは､プロモータを示している. GAL4bd或いはGAL4adは､それぞれ GAL4
のDNA結合 ドメインの塩基配列､転写活性化 ドメインの塩基配列を示しているG
G STは､グルタチオン Sートランスフェラーゼの塩基配列を示している｡
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1~ー-~甥.
第3項 仝 Flサブユニット間の相互作用の検出
1 酵母SFY526-の発現プラスミドの導入
(1) 形質転換受容細胞の調製
sFY526株のコロニーをYpD培地に柏菌する｡ 18時間､30℃で浸透培養 し､こ
れをYpD培地に植え4時間､30℃で浸透培養する｡集菌後､上清を捨て滅菌水に懸濁
し､集菌する｡ 上清を捨て TE/LiAc溶液に懸濁す ることにより形質転換受容細胞の調
製 した｡
(2)酵母 SFY526への発現プラスミドの導入
第 1項で作製 したそれぞれの発現プラスミド とキャリアーDNA を形質転換受容細胞
に加え､懸濁する｡ 次 に､PEG4000/LiAcを加えよく混ぜる｡ 30分､30℃で浸
透する｡終濃度 10%DMSOとなるように加え指揮す る熱処理を行 う｡ その後､水中
で冷却 し集菌す る｡この作業 を2回繰 り返 し､上清を捨て TE緩衝液に懸濁する｡ これ
をロイシン ･トリプ トファンを欠失 したsD培地に柏菌 し両プラスミドを持つ細胞を得
た｡
2 仝 Flサブユニット間の相互作用の検出のための β-ガラク トシダーゼ活性測定
(1) フィルター法による β-ガラクトシダーゼ活性の測定
シャーレにZ緩衝液/x-gal溶液を入れ､嬢紙を乗せて湿らせる｡ 一方､形質転換コ
ロニーをナイロン ･フィルター上で生育させる｡ このフィルターをコロニー面を上に し
て液体窒素にいれて凍結 させその後､室温で融解させる｡ このフィルターを上で調製 し
たシャーレにコロニー面を上にして置 く｡ 30℃で保温 し､30分間隔で観察する｡
その結果を表 3.1に示 した｡この結果から､α一βサブユニット問､†-Eサブユニ ッ
ト間で比較的安定であると考えられる相互作用の存在を示す β-ガラク トシダーゼ活性
が認められた｡又､α-8サブユニット間､β-8サブユニット間､†-8サブユニット間､
8-Eサブユニット間において相互作用の存在を示す β-ガラク トシダーゼ活性が認めら
れた｡一方､α-†サブユニット問､α-eサブユニット間､β-γサ ブユニット間､β-ど
サブユニット間では､相互作用 を示す β-ガラクトシダーゼ活性は認められなかった｡
又､酵母 two-hybrid法では先に述べたように転写活性化因子であるGAL4bdとGAL4
adとの融合蛋白質として発現する｡ このためそれぞれのサ ブユニットとGAL4bd或い
はad間における相互作用を確認する必要があるCその結果を表 3.2に示 した｡あらゆ
る組み合わせにおいて β-ガラク トシダーゼ活性は認められなかi'た｡ このことから､
表 3.1で相互作用の存在を示す β-ガラクトシダーゼ活性が認められた全ての組み合
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融合蛋白質 β-ガラクトシダーゼ活性
++
+
+
++
表3.1 酵母 two-hybrid法を用いた仝 Flサブユニット内の相互作用
米は､融合蛋白質の組み合わせが逆の場合を示した｡
■二
融合蛋白質 β-ガラク トシダーゼ活性
GAL4ad-α GAL4bd-
GAL4ad-
GAL4ad-β
GAL4ad-
GAL4ad一丁
GAL4ad-
GAL4ad-a
GAL4ad-
GAL4ad-E
GAL4ad-
GAL4bd-α
GAL4bd-
GAL4bd-β
GAL4bd-
GAL4bd一丁
GAL4bd-
GAL4bd-a
GAL4bd-
GAL4bd-ど
GAL4ad-α GAL4bd-β ++
表 3.2 酵母 two-hybrid法を用いた対照の
β-ガラクトシダーゼ活性の測定
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わせでは､相互作用が存在することが示された｡
(2)液体培養法によるβ-ガラクトシダーゼ活性の測定
酵母形質転換株をsD培地に柏菌する. 30℃､終夜浸透培養するO 浸透培養液をsD
培地に柏菌 し､oD600-0.5から1.0になるまで 30℃で浸透培養 し集菌する｡ 上
清を除きZ緩衝液 に細胞を懸濁する｡ この試料を液体窒素に入れて凍結させ る｡ 37
℃で溶解する｡ Z緩衝液 ･メルカプ トエタノールを加 える｡ ONPG溶液を加 えβ-ガラ
クトシダーゼ活性を開始する｡ 反応は､ lMNa2C03を加えて停止する｡ OD420の吸
光度を測定する｡この時得 られるβ-ガラクトシダーゼの活性の強度は､再構成された
転写活性化因子の安定性に寄与するもの と考えられる｡ 即 ち､β-ガラクトシダーゼの
活性は相互作用の強度と相関関係があると考えた｡
その結果を､表3･3に示 した｡α-βサブユニット間においてβ-ガラクトシダーゼ活
性は､4･0 (Milerunit)を示 した｡ †-Eサブユニット間では､6.9 (Milerunit)と最
大の値を示 した｡又､α-8サブユニット間､β-8サブユニット間､γ-8サブユニッ ト
間､8-Eサブユニット間において相互作用の存在を示す β-ガラクトシダーゼ活性は､
それぞれ 1･7､ 1･7､ 1･8､1･1 (Milerunit)を示 した｡これ らのことから､γ E
>α-β>α-8-β-8-†-8>8-Eサフ◆ユニット間相互作用の順番で安定であると考
えた｡
一方､α-†サブユニット間､α-eサブユニット間､β-†サブユニッ ト間､β-Eサ ブ
ユニット間では､相互作用を示す β-ガラクトシダーゼ活性は認められなかった｡
対照実験の結果を表 3･4に示 した｡全ての組み合わで β-ガラクトシダ､-ゼ活性は認
められなかった｡ このことから､表 3･3で相互作用の存在 を示す β-ガラク トシダー
ゼ活性が認めらゴ1た全ての組み合わせには､相互作用が存在することが明らかになった｡
第4項 要約と考察
仝 Flサブユニッ トの遺伝子を酵母 two-hybrid法に用いる発現プラス ミドの調製をし
たoこの調製されたプラスミドを酵母 sFY526へ導入し､2通 りの方法に よりβ-ガ
ラク トシダーゼ活性の測定 した結果以下に示した組み合わせに相互作用が存在すること
が明らかになった｡
α-βサブユニッ ト間､†一己サブユニット間で比較的安定な相互作用の存在を示す β-
ガラクトシダーゼ活性が認められた｡その値は､α-βサブユニ､ノト間においては4.0
(Milerunit)､γ Eサブユニット間では6.9 (Milerunit)と最大の値を示 した｡
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融合蛋白質 β-ガラク トシダーゼ活性 (Millerunit)
GAL4ad-α GAL4bd-
GAL4ad- GAL4bd-α
GAL4ad-β GAL4bd-
GAL4ad- GAL4bd-β
GAL4ad-y GAL4bd-
GAL4ad- GAL4bd一丁
GAL4ad-8 GAL4bd-
GAL4ad- GAL4bdIa
GAL4ad-E GAL4bd-
GAL4ad- GAL4bd一己
GAL4ad-α GAL4bd-β
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
表 3.4 酵 母 two-bybrid法 を用 い た 対 照 の
β-ガ ラク トシ ダー ゼ 活 性 の 測 定
融合蛋白質 β-ガラクトシダーゼ活性 (Mi1er血 t)
表 3.3 酵母 two-hybrid法を用いた全 Flサブユニット内の相互作用
米は､融合蛋白質の組み合わせが逆の場合を示した｡
72
-,
又､α-8サブユニッ ト間､β-8サブユニット間､†-8サブユニ ッ ト問､8-Eサブユ
ニット間において相互作用の存在を示す β-ガラク トシダーゼ活性が認め られた｡ それ
ぞれの β-ガラク トシダーゼ活性は 1.7､ 1.7､ 1.8､ 1.1 (MileruniD を示 した｡
これらの値は､転写活性化因子の複合体の安定性に比例する と考えられるO 従って､†
-e>α-β>α-8- β -8-γ-8>8-eサブユニ ット間相互作用の順番で安定である
と考えた｡ これらの相互作用に関 して以下に考察する｡
g-βサブユニット間相互作用の場合
X線結晶構造解析や電子顕微鏡の解析などか ら本酵素において 1分子の αサブユニッ
トと1分子のβサブユニットが対 を成 していることは認め られていたが､単独で相互作
用が認められたのはこれが始めてである｡ おそらくこのサブユニ ット問の相互作用は他
のサブユニ ット特にγサブユニットにより強化 されると考えられる｡
1:_Sサブユニ ット間相互作用の場合
第 1項で も述べたようにこれらサブユニットが複合体を形成することと一致 した｡又､
β-ガラク トシダーゼ活性 の値が最大値 を示 したことか らこの相互作用が比較的安定 な
ものであ ると考 えられる｡ これは､Fl部分のサ ブユニ ッ トにおいて唯- 1対 1の複 合
体が精製 されることとよく話が合 う60)｡ これらのことからEサ ブユニ ットは､触媒発
現の回転機構において†サブユニッ トと分子集合 して回転機構に関与 していると考えら
れた｡又､最近の研究か ら†サ ブユニットのショー ト ヘ リックス (図 2.ll)近傍
が トリプシ ンによる切断によりEサブユ ニットの Fl部分への親和性 が低下する O この
親和性の低下によりeサブユニ ット阻害活性が低下す ることが示 されている56)｡ 従っ
て､このサブユニ ット問の相互作用が Eサブユニ ッ トの阻害機構 を担っていると考えら
れるが､回転機構 において阻害機構が どうのような相互作用変化によるものかは明らか
ではない○そこで､酵母 two-hybrid法 を用いて このサブユニ ット間相互作用異常株を
単推 し､この変異が本酵素全体にどの様な影響 を及ぼすのか､又この変異が他の相互作
用に及ぼす影響 を解析することでこの相互作用の機能を解明できると考えた (第2節)｡
8サブユニットの相互作用の場合
8サブユニ ットは､α-βサブユニ ッ ト間で認められた β-ガラク トシダーゼ活性の値
より低い値 であったが全 Flサブユニ ット問において相互作用が検 出された｡ このこと
からこの相互作用が比較的弱い相互作用であると考えられる｡ 架橋試薬 を用いた解析か
ら8サブユニットは､α及びβサブユニッ トと架橋 されることが認め られた｡ これらの
ことから8サブユニットはα､β両サブユニットと比較的弱い相互作用をする事で安定
に分子集合 していると考えられる｡ 又､髄 媒発現機構 におけるα､βサブユニッ トに対
して†サブユニ ットが回転 していることが報告された｡ 8サブユニ ッ トが どちらのサブ
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ユニ ットと分子集合することにより回転機構に関わっているかを以下に考察するG 先 ほ
ど述べたように 8サブユニッ トは､α及び βサブユニットと架橋 されることが認められ
てお り､この架橋 によるATPase活性への影響は認められなかった50)｡ これらのことか
ら回転機構において 8サ ブユニッ トはα､ βサ ブユニッ トと分子集合 して回転に関与
していると考えた｡又､現在 までに†-8､8-Eサ ブユニ ッ ト間相互作用は検 出されて
お らず本研究で初めて明 らかにされた○ この相互作用が本当に存在するか他の解析方法
例 えば第2章で示 したフィルター上における解析方法で明らかにする必要がある｡この
相互作用が回転機構において異なる組み合 わせであることか ら常時結合 しているもので
はないと考えられる0 回転機構 を考慮するとこれらサブユニッ ト間の相互作用は､上 巳
サブユニ ット複合体が､α3β3複合体 に対 し 1回転す る際に相互作用 している と考え ら
れる｡又､この相互作用の役割を考察すると以下の ことが考えられる｡8サブユニ､ノト
が､ATPase活性 には関与 していない ことや回転機構にお ける組み合わせが †とEサブ
ユニ ットと異 なる組み合 わせであることからATPaSe活性発現及 び分子集合 の椎持に関
わるような相互作用でないと考 えられる｡ 従って､8サブユニ ットは†-Eサブユニ ッ ト
複合体 と相互作用することで共役機構 に関与 していると考えられる｡
一方､α-γサブユニット間､α一己サブユニ､日 間､β-†サブユニ､ノト間､β-Eサ ブ
ユニ ット間では､相互作用 を示す β-ガラク トシダーゼ活性は認められなかった｡ この
うちX線結晶構造解析 11)から α-†及び β-†サ ブユニッ ト間において相互作用が認め
られている (図 3･4)｡α-†及 びβ-γサ ブユ ニ ･ノト間の相互作用が､酵母 lw｡_
hybrid法では､検出されなかった理由は 2つ考 えらilるo ① α3P3複合体に対 して γサ
ブユニットが回転 していることからこれらサブユニット間の相互作用が弱い ものであ る
こと示唆 される｡ この ことか らα-†及びβ-†サ ブユニッ ト問の相互作用が弱いためで
あると考えられる｡ ② 図 3･4に示 した ようにγサブユニ ットは､α3P3複合体の中央の
空間 に挿入 して分子集合 してい るため 1対 1で蛋白質相互作用 を検 出す る酵母 lW｡_
hybrid法では検出されなかったと考えた｡α一己サブユニッ ト間､β-Eサブユニット間の
場合､触媒発現の際に Eサブユニッ トが †サブユニットと複合体 を形成 して､α3β3複合
体に対 して回転 していることを示唆する結果が得 られているlO2)O このためeサブユニ ッ
トとα及びβサブユニ ット間の相互作用は､非常に弱い ものであると考 えられる ｡ こ
のことか らこれらの相互作用が非常に弱いため本研究では､検出されなかったと考え ら
れる｡
以上のことか ら酵母 two-hybrid法を用いることは､相互作用の検出だけでな くその
機能に関する知見 を得る場合有効である●と考えられた｡ しか し､その相互作用の検出 ､
相互作用の強さが本当に正確かどうかは､他の実験を行わなければならない｡
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第 5項 材料及び方法
図3･4Ⅹ線結晶構造解析結果から明らかになったC3P37複合体の立体構造示したようにYサブユニットは､u･3β3複合体の中央の空間 に挿入されているC
この相互作用は､弱いものであると考えられている11)0
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1 菌株および培養条件
本章では宿主細胞としてプラスミド調製時にはJMl09102) (endAI,hsdR,sbcBC)
を用いた｡酵母 two-hybrid法の形質転換受容細胞には､sFY5261｡2, (MATa､ura3
-52､his3-200､ade2-101､Iys2-801､trp1-901､leu2-3､ 112､
gal4-542､gal80-538､URA3::GAL4-1acZ)を用いたO 栄養培地として
L-bro山 (2% ポリペプ トン､ 1% 酵母エキス､ 1% 塩化ナ トリウム､pH7.0)､
YpD培地 (2% ポリペプトン､ 1% 酵母エキス､2%glucose)及びsD培地 (0.67
0/oDifcoyeastniuogenbasewithoutaminoacids､20/oglucose､0･030/olysine､ 0.020/o
adenine､ 10/oleucine､0･020/otryptophan､ 1･50/ovaline､0.020/Ohistidine､0.03
0/olysine) (必要に応 じてIeucine､tryp-opha沌 欠失させる)を用いたW'｡ プレー トはLB
プL,- ト (2%ポリペプトン,1%酵母エキス,1% 塩化ナ トリウム,1･5% 寒天末,pH7.0)
sDプレー ト (0･670/oDifcoyeastniuogenbasewithoutam inoacids､20/oglucose､0.0
30/olysine､0･020/oadenine､ 10/oleucine､0･020/olryptophan､ 1.50/ovaline､0.
020/Ohistidine､0･030/olysine､ 1･50/o寒天) (必要に応 じてleucine､叩plophanを欠
失させる)を用いた｡ 必要に応 じてアンピシリン (50ug/ml)を添加 した｡培養温
度は大腸菌の場合 37℃で酵母の場合 30℃とした｡
2 形質転換受容細胞の調製
直径 2から3- のコロニーを20mlのYPD培地に柏菌する0 18時間､30℃で浸
透培養するoこれを 300m-YPD培地に植え､ 4時間､ 30℃で浸透培養する｡ 10
00g､ 5分間遠心 し､集菌するo 上清を捨て､滅菌水に懸濁する0 1000g､5分
間遠心 し､集菌する｡ 上清を捨て､ 1･5mlの TE/LiAc (lMリチr〉ムアセテー トpH
7･5､ 0･01MTriS-HCl､ lmMEDTA､pH 7･5)溶液に懸濁 し､形質転換受容細
胞の調製 した｡
3 酵母 sFY526-の形質転換
それぞれのプラスミドを1鵬 と100鵬 のキャリアーDNAを 10叫 の形質転換受
容細胞に加え､懸濁するo 次に､60叫 の PEG/LiAc(1M リチウムアセテー トpH
7･5､0･01MTris-HCl､ 1mMEDTA､pH 7･5､40%pEG4000) を加えよ
く混ぜる0 30分､30℃で浸透する｡-終濃度 10%DMSOとなるように加え推拝す
る｡42℃､15分間の熱処理を加えるo 水中で冷却し､ 1000g､ 5分間遠心する｡
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この作業を2回繰 り返 し､上清を捨て､0.5mlTE緩衝液 (0.01MTris_HCl､ lmM
EDTA､pH 7･5)に懸濁する ｡ これをロイシン ･トリプ トファンを欠失 した sD培地
に柏菌 した｡
4 β-ガラクトシダーゼ活性の測定法
(1)β-ガラクトシダーゼ活性の検出法 (フィルタ一法)
直径 10cmのシャーレに2･5mlの Z緩衝液 /x一gal溶液 (1.61%Na2HPO4･
7H20､ 0･55%NaH2PO4･H20､ 0･075%KCl､0･0236%MgSO4･7H20､
0･34mg/mi x-gal)を入れ､渡紙 を乗せて湿 らせてる｡ 形質転換コロニーをナイロ
ン ･フィルター上で生育させる｡このフィルターをコロニー面を上にして液体窒素にい
れて凍結 させるoその後､室温で融解させ る｡この凍結一融解処理 によりx-galが酵
母細胞内に入 りやす くなる｡このフィルターを上で調製 したシャーレにコロニー面を上
にして置 く｡ 30℃で保温 し､ 30分間隔で観察する｡
(2)β-ガラクトシダーゼ活性の定量法 (液体培養法)
酵母形質転換株を5mlの SD培地に柏菌する｡ 30℃､終夜浸透培養する｡ 浸透培養
液を2mlを4mlSDに植菌 し､oD600-0･5から1.0になるまで 30℃で浸透培養
する0 1000g､ 30秒遠心する｡上清を除きZ緩衝液 (1.61%Na2HPO4･7H20､
0･55%NaH2PO4･H20､ 0･075%KCl､0.0236%MgSO4･7H20)を500
け‖二懸濁する｡このうち 100ulを液体窒素に入れて凍結させる｡ 37℃で溶解するc
O･7mlZ緩衝液 ･メルカプ トエタノールを加える｡ 0.16mlONPG溶液 (20
mg/mlo-ニ トロフェニルガラクトサ イドをZ緩衝液に懸濁する)を加えβ-ガラクト
シダーゼ活性を開始するo 反応は､ 0･4mi の 1MNa2C03を加 えて停止す る｡OD42
0の吸光度を測定する｡
lunitの β-ガラク トシダーゼ活性 (Milerunit)は､ 1分間に 1ドmOlの ONPG を｡_
ニ トロフェノールとD-ガラク トースに分解する醇素量 とし､以下の計算式で活性を算
出 した｡
1000xOD420の吸光度 / (txvxoD600)
t;反応時間 (分)
V;0･1mlx濃縮倍率 (ここでは 12倍)
試薬及びその他の方法
その他の試薬は前章と同様のものを用いた｡
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プラスミドDNAの大腸菌への導入は電気穿孔法 によった ｡ この方法に用いる大腸菌
液はの調製は､以下の ように行った｡JM 109を5mlの LB培地で一晩浸透培養 し､
500mlの LB培地に添加 し､oD600- 0.5から0.6になるまで 37℃で浸透培養
する｡集菌後､ 10% グリセロール250mlを加え､懸濁 し菌体を洗った後､0.5mj
の 10%グリセロールに懸濁 し､40mlずつ分注 した ｡ これに適 当量のプラス ミド
DNAを加 え2･5kV､ 0.2cm､ 1mFのもとで菌 にプラスミ ドを導入 した｡ そして､
LB培地 1mlを加え37℃で 1時間培養 した ｡ この菌液をLB-Ampプレー トに塗布 し､
生育 した菌を形質転換株 とした｡
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第2節 酵母 tw(卜 hybrid法を用いたγ一己サブユニット
間相互作用異常変異体の単離
第1項 緒言
第 1節では酵母 two-hybrid法を用いて仝 Flサブユニット間における相互作用の組み
合わせを検討 した｡その結果､α-βサブユニッ ト間､†一己サブユニ ット間で比較的安
定な相互作用の存在が認められた｡
このうちα-βサブユニット間の相互作用の詳細な分子機構は明らかにされている｡ こ
の相互作用が､触媒部位の形成及びその機能発現においても重要であると考えられる｡
一方､γ一己サブユニット間相互作用は､両サブユニットがス トークに存在すると考え
られているサブユニットによる相互作用である｡ス トーク領域に存在する詳細な構造は
明らかではない｡第 1章で述べたとお り†サブユニットは､触媒発現だけでなく共役機
構に関わっていることが知られている｡ 又､Eサブユニットによる ATPase活性の阻害
機構に関与 していることが示された｡ しか し､これらの分子機構は明らかでない｡これ
らの分子機構にも触媒活性中の回転機構がどの様に関わっているか非常に興味深い｡
以上のことから†-Eサブユニット間相互作用に注目し､酵母 two-hybrid法を用いてこ
の相互作用異常変異株の単離する事でこのサブユニット間相互作用に関わるアミノ酸残
基及びその相互作用の機能の解明を目指 した｡
ここでは､ATPase活性の発現に重要かつ multi-site触媒活性に必須であるYサブユニッ
トに注目した｡先ず､Eサブユニットとの相互作用に関わるアミノ残基を同定するため
に†サブユニット全域にランダムに変異を導入し､相互作用異常変異株を単離する事を
目指 した｡
第2項 †-Eサブユニット間相互作用異常変異体の単離
1 PCRを用いたランダムな変異導入
図3.5には､相互作用異常変異株の手順を示している｡ 先ず､基質を制限 した pcR
法を用いて､γサブユニットの全領域にラ ンダムな変異導入を行った｡ pcR産物を制限
酵素EcoRIとBamHlを用いて消化後､pGBT9-7に導入することで†サブユニットの
全領域にランダムに変異が導入されたプラスミドを作製した｡
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EcoR I Bam H i
≡ コ
PBFW randommutagenesisbyPCR
J
EcoR I
⊂==
PBRV
BBmH I
帽 i
pG BT9-7とpGAD4 2 4-Eを酵母 sYF52 6
に同 時に 導 入する｡
J
TrpとLeuを欠失させた最小培地sD培地で両
プラスミドが導入された酵母細胞を選択する｡
J
フィルター法によりβ-ガラクトシダーゼ活性
を測定すること7-Eサブユニット間相互作用
異常株を選択した｡
pGAD424-E
2次スクリーニング
3次スクリーニング
4次スクリーニング
図3.5 酵母two-hybrid法を用いた7-Eサブユニット間相互作用
異常変異株の単離方法の手順
2 †一己サブユニット間相互作用異常変異株の単離
先で作製されたプラスミドを酵母 SFY526に本章の第1節の方法に従って酵母sFY
526に導入した｡両プラスミドを持つ酵母細胞は､ トリプ トファンとロイシンを欠失
した培地で生育できることを指標に選択 した｡これにより生育 した細胞は､約 1500
クローンであった｡このうち 1000クローンをsD培地 (Trp-､Le U-)にレプリカし､
β-ガラク トシダーゼ活性 を測定 した｡
その結果を表3･5に示 している｡ 1000クローンのうち21クローンはβ-ガラク
トシダーゼ活性が低下 したものであった｡又､ 1クローンは､相互作用が強固になった
株が検出された (1次スクリーニング)｡ 1次スクリーニングで得 られた22クロー ン
からプラスミドを調製した後､ 1次スクリーニ ングと同じ操作 を繰 り返 しβ-ガラクト
シダーゼ活性を測定 した (2次スクリーニング) ｡ その結果､12クローンはβ-ガラ
ク トシダーゼ活性が低下 していた｡ 1クローンは､その活性は増上 していた｡ 2次ス ク
リーニングでえられた 13クローンからプラスミドを調製した後､ 1次スクリーニング
と同じ操作を繰 り返 しβ-ガラクトシダーゼ活性を測定 した (3次スクリーニング)｡
その結果､4クローンはβ-ガラクトシダーゼ活性が低下 していた｡ 1クローンは､そ
の活性は増上 していた｡3次スクリーニングでえられた5クローンからプラスミドを調
製 した後､ 1次スクリーニングと同様 β-ガラクトシダーゼ活性を測定 した (4次スク
リーニング)｡ その結果､4クローンはβ-ガラクトシダーゼ活性が低下 していた｡ 1
クローンは､その活性は増上 していた｡ 以上のことから†-Eサブユニット間相互作用異
常変異株 5クローンが単離された｡
第3項 γ-Eサブユニット間相互作用異常変異体における変異部位の同定
7-Eサブユニ ット間相互作用異常変異株からプラスミドを調製 し､プラス ミドDNA
の塩基配列を決定することにより､アミノ酸残基の置換を同定 した｡
その結果を表 3.6に示 した｡
β-ガラクトシダーゼ活性が野生型に比べて上昇 した†ト 5クロー ンのアミノ酸残基
置換は､85残基目のグリシンがアスパラギン酸残基への置換であった｡
β-ガラクトシダーゼ活性が低下 した4クローン (†3-78､†4-40､†4-66､
†5-56)の塩基配列を決定 した｡その結果†3-78は､ 102残基目のメチオニン
がスレオニン残基に置換 していた｡γ4-40は､ 141残基 目のアスパラギ ン酸がバ
リン残基に置換 したものであった｡γ4-66は､55残基目のロイシンがプロリン残
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スクリーニング
β-ガラクトシダーゼ活性
± +(wild) + +
1次スクリーニング
2次スクリーニング
3次スクリーニング
4次スクリーニング
21/1000 978/1000 1/1000
12/22 9/22 1/22
4/13 8/13 1/13
4/5 0/5 1/5
表3.5 7-Eサブユニット間相互作用異常変異株のスクリーニング
基に置換 したものであった｡†5-56クローンは､235残基目のロイシンがグル タ
ミン残基に置換 したものであった｡
第4項 変異によるr eサブユニット間相互作用-及ぼす影響の解析
プラスミド アミノ酸残基の変異部位 備考
71-5 Gly-85(GGT)+Asp(CAT)保存されているグリシンから酸性残
基のアスパラギン酸に置換した｡
保存されている非極性残基から極性
73-78 Meト 102(ATG)→Thr(ACG)中性残基へ置換した｡
疎水度の低下､側鎖が短くなった｡
74-40 Asp-141(CAT)+Val(GrT)
Y4-66 Leu-55(C㌻T)→ Pro(CCT)
酸性残基から非極性残基に置換した｡
親水性から疎水性へ
保存されているロイシンからプロリ
ンに置換した｡この位置は推定二次
構造によりへリックス上にあり大き
く構造が変化したと考えられる｡
75-56 Leu-235(CTG)→ Gln(CAG)疎水度の低下､側鎖が長くなったO
表 3.6 7-Eサブユニット問相互作用異常変異株の
アミノ酸残基置換の位置とそれによる環境変化
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液体培養法によるβ-ガラクトシダーゼ活性測定は､本章の第 1節に示 した方法に従っ
て測定 した ｡ その結果を表 3.7に示 した｡野生型の β-ガラク トシダーゼ活性は､7.
7 (Milerunit)であった｡対照としてGAL4adとGAL4bdを用いた｡単離された相互
作用異常変異体の相互作用に及ぼした影響 を解析 した結果､3つのグループに分けるこ
とが出来る｡
① β-ガラク トシダーゼ活性が野生型に比べて増加 した場合
YGly85Aspは､野生型の 1.8倍に上昇が認められた｡
② β-ガラク トシダーゼ活性が野生型の60%程度の場合
†Leu55Proは､ 550/.に減少した｡ †Leu235Glnは､600/.に活性が減少 した｡
③ β-ガラク トシダーゼ活性が野生型の30%程度の場合
YMetlO2Thrは､野生型の340/.に減少し､†Asp141Valは､30%に減少 した｡
第 5項 要約 と考察
酵母 two-hybrid法を用いて†一己サブユニット間相互作用異常変異株を5クローン単離
出来た｡ この方法 を用いた変異株出現の頻度は､0.5%であった｡ これは､本研究室
において同様にPCR法を用いてプラス ミドにランダムに変異導入す る事により出現す
る変異株の頻度が2から3%という値 と比べると低いものである10J)｡ これは､以下の
理由によるもの と考えられる｡ ① 相互作用異常株を選別す る際､β-ガラクトシダーゼ
活性 を数値化で きないフィルター法で行ったため見た目には野生型と変化がないと判断
したクローンの中にも変異株が存在 した可能性があると考えられる｡ ② 変異 を導入 し
たpGBT9-†とpGAD424-Eの両プラス ミドを酵母細胞に同時 に導入 したため､導入
効率が 1500クロー ンと低かったためと考えられる｡ これは､pGAD424-Eを導入
した酵母 sFY526を調製することで克服できると思われる｡ 更に､出現頻度を上昇さ
せるために SSCP法を用いて変異が導入されたDNA断片 を濃縮することで出現頻度が
10倍程度上昇すると考えられる120)0
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変異部位 β-ガラクトシダーゼ活性
W山d-type
対照(ベクタープラスミド)
YLeu55+Pro
YGly85→Asp
yMet102+Thr
yAsp141+Val
YLe1235iGh
-+
7･7±o･7(Milerunit) 100(%)
0.0±0.0
4.2±0.2
13.8±0.8
2.6±0.1
2.3jIo.1
4.5±0.3
55
180
30
25
58
表 3.7 単離された7-Eサブユニット相互作用異常変異株の
液体培養法によるβ-ガラクトシダーゼ活性測定
対照としてpGAD424とpGBT9を酵母sFY526に導入し
たO (%)は､野生型のβ-ガラクトシダーゼ活性を 100%
としたときの値を示した｡
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単離された5クローンの塩基配列を決定することで同定 したア ミノ酸残基置換とその
特徴を表3.6に示した｡
1-5クローンの場合
アミノ酸残基置換は､85残基目のグリシン (GCT)がアスパラギン酸残基 (CAT)
に置換 したものである｡ 85残基目のグリシンは､保存性が 12%と低い†サブユニッ
トで保有されているアミノ酸残基である｡ この変異は､側 鎖の体積の上昇と負電荷への
変化することにより相互作用に異常が生じたと考えられる｡
3-78クローンの場合
アミノ酸残基置換は､ 102残基目のメチオニン (ATC)がスレオニン残基 (AGC)
に置換したものである｡この変異は､保存 されている非極性残基から極性中性残基への
置換である｡これにより側鎖の疎水度と体積の低下により相互作用に異常が生 じたと考
えられる｡
4-40クローンの場合
アミノ酸残基置換は､ 141残基目のアスパラギン酸 (CAT)がバリン残基 (CTT)
に置換 したものである｡この変異は､酸性残基から非極性残基-の置換である｡このこ
とから相互作用の異常は､親水性から疎水性と負電荷の消失によるものと考えられる｡
4-66クローンの場合
アミノ酸残基置換は､ 55残基目のロイシン (CTT)がプロリン残基 (CTT)に置換
したものである｡ 55残基目のロイシンは､保存されているアミノ酸残基である｡この
位置は､推定2次構造上 αヘリックスに存在する｡プロリン残基がαヘリックスを曲
げることは知られていることからこれが原因により相互作用に異常をきたしたものであ
ると考えられる｡
5-56クローンの場合
アミノ酸残基置換は､235残基目のロイシン (CTC)がグルタミン残基 (CAG)に
置換 していた｡相互作用の異常は､側鎖の疎水度の低下と体積の増加によるものと考え
られる｡
以上のことからこれらアミノ酸残基は､Eサブユニッ トとの相互作用に関わっている
と結論 した｡ しかし､本研究で相互作用異常が生 じたと判断 した基準は､β-ガラク ト
シダーゼの活性である｡この活性は本文中でも述べたように再構成された転写活性化因
子の安定性に依存しているだけでなく発現される蛋白質量にも影響されるため他の異なっ
た解析が必要である｡ このことについては第5節で解析した｡
これら5クローンの 1次構造上の位置■と3次構造上の位置を図3.6に示 した｡ Yサブ
ユニットの 1部分は､X線結晶構造解析 1'されている｡今回得られたクローンの内8
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図3.6 同定された変異部位の 1次及び3次構造上の位置11)
a･同定された変異部位の 1次構造上の位置を示した｡- は､Ⅹ線結晶構
造解析された領域を示している｡
b.同定された変異部位の3次構造上の位置を示した｡
b .
5残基目のグリシンと235残基目のロイシンの位置は､構造解析された領域に存在
し､他の3クローンは､解析されていない領域に存在 している (図 3.6a)｡又､こ
れら5クローンは､ 1次構造上分散 している｡これら変異部位の3次構造上の位置を図
3･6bに示 している｡ 55残基目のロイシンと 102残基目のメチオニンは､X線結
晶構造解析に含まれていない領域に存在する｡ しかし､55残基目のロイシンはアミノ
末端から続 くαヘリックス近傍に存在すると考えられる｡ 102残基目のメチオニンは
82から99残の領域から成るショー ト･ヘリックス近傍に存在すると推測される｡ 8
5残基目のグリシンは､ショー ト･ヘリックスに存在する｡ 235残基目のロイシンは､
カルボキシル末端から成るαヘリックスに存在する｡ これら4クローンの位置は､ 1次
構造上では離れた位置に存在するが､3次構造の位置はショー ト･ヘリックス近傍に集
中していることがわかった｡一方､ 141残基目のアスパラギン酸の3次構造上の位置
は明らかではない｡以上のことから､酵母two-hybrid法 を用いた相互作用変異株の単
離は可能であると考えられる｡
Eサブユニットとの相互作用に関わっていると同定されたこれらアミノ酸残基が､Eサ
ブユニットのどの領域で相互作用しているかを以下に考察 した｡
Eサブユニットは､近年capaldiらによりNMR解析結果が報告されその詳細な構造が
明らかになった (図3.7)｡ この結果から､Eサブユニットは2つの ドメインから成
る｡それは､アミノ末端の2枚のシー トから成るβサンドイッチ ･ドメインとカルボキ
シル末端の2本のヘリックスから成るα ドメインである｡Eサブユニットが､2つの ド
メインから成ることが明らかになったが､これらドメイン間において相互作用変化が存
在するかどうかは明らかではない｡もし相互作用変化があるならその阻害機構にどの様
に関与 しているは興味がもたれる｡変異株を用いた遺伝子工学的手法を用いてEサブユ
ニットが共役機構に関与することが示唆されているが､その詳細な分子機構は､明らか
ではない89)-91)｡又､架橋試薬を用いた解析 2)等の解析からEサブユニットの αド
メインは､ADPを結合 したβサブユニット (βDP)のDELSEED領域と架橋 (S-S結合)
され､ATPを結合 した βサブユニット (βTP)と対を成す cm の DELSEED領域に相当
する領域とも架橋 (S-S結合)されている5°) ｡ 従って､α ドメインは､α3P3複合体の
近傍に位置すると考えられた (図3.8)｡ このことから本研究でアミノ酸残基置換が
集中した†サブユニットのショー ト ヘリックスは､Eサブユニットの α ドメイン間に
おいて相互作用が可能であると考えた｡又､この領域には､ATP合成酵素における阻害
蛋白質間において保存されている領域が存在する61)ことから､これら変異が､ATPase
活性に影響を与える可能性が示唆される'一｡
以上のことから以後､ショー トヘリックスに存在 しβ-ガラクトシダーゼ活性が大き
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図3.7 Eサブユニットの立体構造
.Eサブユニットの立体構造を示しているo アミノ末端は､2校のβシートがサ
ンドイッチ構造を形成している. βシートの底辺は､Cサブユニットと相互作
用している｡カルボキシル末端は2本のαへリックスから成り､この領域は､
ADPが結合したβサブユニットのDELSEED領域と相互作用している｡
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図3.8 同定された変異部位の 1次及び3次構造上の位置
同定された変異部位の3次構造上の位置を示した｡βサブユニットのDEL
SEED領域上のもで示したアミノ酸残基は､Yサブユニットのショー ト･ヘリッ
クス上の由で示したアミノ酸残基とS-S結合できる.又､Eサブユニットの α
ドメイン内のCで示したアミノ酸残基においてもS-S結合できるoこのことか
らEサブユニットは図に示したよう.に配置していると考えられるO
